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緒 言 
 
がんは、わが国における死因第 1 位の疾患であり、2011 年の死亡者数は、35 万 
7185 人、総死亡者数の 28.5% を占めている。早期発見率が向上し、一部のがんでは
生存率の改善がみられるものの、進行がんでは未だ十分な治療法がなく、より有効な
治療法・診断法の開発が望まれている。近年では、医薬品開発の急速な進歩により、
これまで以上に治癒が期待される細胞毒性の強い抗がん剤が登場し、がん治療におけ
る化学療法の占める割合は増加傾向にある。しかし、ドキソルビシン (DOX)、パク
リタキセル (PTX)、といった現状の抗がん剤の多くは、がん細胞の高い増殖効果に着
目した細胞障害性を有する化合物が主流であるため、骨髄細胞などのように生成回転
が活発で高い増殖能を持つ正常細胞に対して強い障害性を示すことが深刻な問題と
なっている。最近では、腫瘍の血管新生を選択的に阻害し、がん細胞の増殖を抑制す
る血管新生阻害剤イレッサ TM やグリベック TM など、細胞障害性とは異なるメカニズ
ムでがん細胞の増殖を抑制する分子標的治療薬が上市されている。1, 2) このように、
がん治療の分野においては、治療効果の増大だけではなく、副作用の軽減、ひいては
患者の Quality of life (QOL) の向上が重要な課題となることから、抗がん剤を標的部
位に選択的かつ効率よくデリバリーさせる薬物送達システム (Drug delivery system : 
DDS) の構築が期待されている。 
DDS とは、薬物の体内動態を制御し薬物治療の最適化を目指すものであり、生体
内における薬物放出挙動の制御 (徐放化)、薬物の吸収促進 (吸収促進)、薬物の標的
組織への特異的送達 (ターゲティング) などに分類される。なかでも、DDS 研究にお
いて最も重要なアプローチといわれるターゲティングは、生体の異物処理機構や解剖
学的・生理学的特性などの本来生体が備えもつ機能を受動的に利用するパッシブター
ゲティングと、標的との明確な特異的相互作用を能動的に利用して標的指向化を図る
アクティブターゲティングとに分類される。これらターゲティングを実現するために、
薬物の溶解性や血中安定性を飛躍的に向上させるリポソーム 3, 4) や高分子ミセル 5, 6) 
などの微粒子キャリア、シクロデキストリン (CyD) 結合体、7) 抗体に代表される高
分子キャリアなどが開発されている。8, 9) 既に、臨床適応されているパッシブターゲ
ティング製剤として、肝臓、脾臓などの細網内皮系 (Reticuloendothelial system : RES) 
を回避するポリエチレングリコール (PEG) 修飾リポソーム製剤である Doxil®10) や
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アルブミン結合 PTX 製剤である Abraxane® 11, 12)  が挙げられる。また、抗がん剤内
包高分子ミセル製剤として世界で初めて膵臓がんを対象とした臨床試験が行われた 
DOX 内包高分子ミセル NK911 (Phase III) 13) をはじめ、胃がん、乳がんを対象とし
た PTX 内包高分子ミセル NK105 (Phase II/III) 14) など多くのパッシブターゲティン
グ製剤が盛んに研究されている。しかし、このような微粒子製剤を用いることにより、
薬物単独投与時とは異なる予期せぬ副作用が生じるケースもある。例えば、Doxil® は、
DOX 単独投与時に比べて重篤な心毒性は観察されないものの、皮膚の圧迫部位への
集積による手足症候群が副作用として報告されている。15, 16)  また、NK911 は Phase 
III 試験において十分な結果が得られていないのが現状である。そのため、パッシブ
ターゲティング能は、がん標的治療において必要不可欠な概念ではあるが、それだけ
では抗がん剤由来の副作用を完全に払拭することは困難であるため、標的細胞・組織
へのデリバリー効率を向上させるアクティブターゲティング能を付与したキャリア
の開発が必要である。キャリアに標的細胞・組織選択性を付与させる方法として、抗
体、17) 糖鎖、18) 葉酸 (FA)、19, 20) トランスフェリン、21, 22) 上皮成長因子 23) やインテ
グリン結合性を有する Arg-Gly-Asp-Ala-Pro-Arg-Pro-Gly ペプチド 24) などのリガンド
修飾が知られている。なかでも FA は 1) 安価である、2) 葉酸レセプター- (Folate 
receptor- : FR-) は、各種上皮がん細胞で過剰発現し、正常細胞では発現が低いため、
25) FR- 介在性 Clathrin-independent carrier/Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored 
protein-enriched early endosomal compartment (CLIC/GEEC) エンドサイトーシスにより 
FA をがん細胞選択的に取り込む、3) 抗原性がなく、反復投与が可能である、4) 分
子量が比較的小さいことから、キャリアの細胞内動態に影響を与えにくい、などの利
点からリガンド分子として汎用されている。 
シクロデキストリン (CyD : Fig. 1) はデンプンに CyD 生成酵素を作用させて得ら
れる環状のオリゴ糖であり、種々の薬物をその疎水空洞内に取り込み包接複合体を形
成する単分子的ホスト分子に分類される。26-29) CyDs の超分子的な包接特性は、食品、
化粧品、臨床検査薬、膜学、高分子化学など多方面で利用されており、薬剤学・製剤
学領域では、CyDs の機能性や生体適合性を利用して、複合体形成による医薬品の安
定化、溶解性の調節、バイオアベイラビリティの向上、油状あるいは低融点物質の粉
体化、揮散性の防止、苦味・悪臭および局所刺激性の軽減などへの応用が試みられ、
国内外で実際製剤に使用されている。30-33) しかしながら、天然 CyDs を薬物担体と
して応用するには限界があるため、機能性や生体適合性を高めた種々の CyDs 誘導体
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が開発され、DDS の応用に関する基礎的研究が行われている。例えば、CyDs の水溶
性を高めたメチル化体、ヒドロキシアルキル化体、スルフォブチル化体、分岐 CyDs な
どの親水性誘導体は難水溶性薬物の速放出用担体として有用であり、最近では包接対
象が低分子から生理活性ペプチドやタンパク質性薬物などの高分子へ拡がり、その応
用範囲も経口投与製剤から注射剤や経皮、経粘膜適用剤などの非経口投与製剤へ拡大
している。34-38) さらに服部らは、天然 -CyD の 1 級水酸基にカプロン酸 2 分子を
スペーサーとして FA を結合させた FA 修飾 -CyD を調製し、FR- 介在性がん細
胞選択的 DDS キャリアとしての有用性を報告した。39) これらのことから、メチル
--CyD (M--CyD) に FA を修飾することにより、FR- を介したがん細胞選択性新
規抗がん剤キャリアの構築が可能と考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1.  Chemical Structure of -CyDs 
 
一方、細胞膜上には、リピッドラフトと呼ばれるコレステロールやスフィンゴ脂質
が局在する脂質マイクロドメインの存在が知られ、GPI アンカー型タンパク質のほか、
レセプターなどシグナル伝達に関与する種々のタンパク質が局在していることから、
シグナル伝達において重要な足場として機能している。さらに近年、リピッドラフト
には少なくとも、コレステロールリッチリピッドラフト (CLR) およびスフィンゴ脂
質リッチリピッドラフト (SLR) の 2 種が存在し、40, 41) FasL/Fas 系アポトーシスがリ
ピッドラフトを介すること 42, 43)、Bcl-2 ファミリーに属するアポトーシス誘導因子 
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Bad がラフトに局在することなどから、アポトーシスシグナルに関与することが報告
されている。44, 45) 一方、CyDs は高濃度条件下、空洞サイズに応じて、赤血球膜など
の生体膜から主な構成成分であるリン脂質やコレステロールなどの脂質類を熱力学
的平衡に基づいて可溶化し、溶血、赤血球の形態変化、細胞障害性を惹起することが
知られている。46, 47) また、当研究室ではラット肺胞マクロファージ由来 NR8383 細
胞において、DM-β-CyD は CLR からコレステロールを漏出させることにより、
PI3K-Akt 経路を抑制し、アポトーシスを誘導することを明らかにした。(Fig. 2) 48) 一
方、Grosse らは、担がんマウスにおいて M--CyD を腹腔内に単独投与 (800 mg/kg) 
すると DOX 単独投与系 (2 mg/kg) より高い抗腫瘍効果を示すことを報告した。49) 
これらのことから、M--CyD はリピッドラフトを介した抗腫瘍活性を有する新規抗
がん剤として有用であると考えられる。しかしながら、M--CyD により誘導される
細胞死がアポトーシスであるか否かについての検討はこれまでほとんど行われてい
ない。よって、M--CyD を抗がん剤に応用するためには、M--CyD による抗腫瘍活
性誘導機構を明らかにすることは重要である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.  Interaction of DM--CyD with Phospholipids or Cholesterol 
 
 一般に、抗がん剤により誘導される細胞死の多くはアポトーシス (Fig. 3) であるが、
近年、アポトーシス以外の細胞死 (オートファジー、ネクローシス、セネセンス) が
注目されている。なかでもオートファジーは、腫瘍細胞の発生・進展との関与が徐々
に明らかとなってきており、抗がん剤の新規ターゲットとして注目されている。50) オ
ートファジーは、腫瘍発生段階では抑制的に働き、ある程度の成長・進展を遂げた段
階では低栄養・低血流などのストレスに対する防御機構として腫瘍細胞保護的に働く
Lipid rafts
Sphingolipid-rich lipid rafts (SLR) Cholesterol-rich lipid rafts (CLR)
Apoptotic cell death
Cholesterol
(PI3K-Akt pathway)
：Cholesterol
：Phospholipids
：Proteins
：GPI-anchored protein
：DM--CyD
：Sphingolipids
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とされており、現時点では、1) マクロオートファジーの促進、または 2) マクロオー
トファジーの阻害を目標とした単独あるいは複数の化合物併用による抗腫瘍療法が
各種細胞において検討され、一部では臨床試験が行われている。現在、臨床試験中の
オートファジー誘導剤および抑制剤を Tables 1, 2 に示す。51) 
 
Table 1.  Autophagy Inducers for Cancer Treatment 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
aIndication for which approval has been obtained from the US Food and Drug Administration. 
 
 
Table 2.  Autophagy Inhibitors for Cancer Treatment 
 
 
 
 
 
 
 
aIndication for which approval has been obtained from the US Food and Drug Administration. 
Compound Target Tumor type/cancer cell types
Temsirolimus (CCI-779) mTORC1 inhibitors Renal cancera, Mantle cell lymphoma
Everolimus (RAD-001) mTORC1 inhibitors Renal cancera, Acute lymphoblastic leukemia
Rapamycin mTORC1 inhibitors Glioma malignant, Chronic myeloid leukemia (CML)a
Imatinib (Gleevec) Tyrosine kinase inhibitors; KIT Gastrointestinal stromal tumora and CMLa
Dasatinib (Sprycel) BCR-Abl, PDGFR and EGFR Glioma
Erlotinib (Tarceva) BCR-Abl, PDGFR and EGFR Non-small cell lung cancera
Bortezomib Proteasome inhibitors Multiple myelomaa
NPI-0052 Proteasome inhibitors Prostate cancer
Vorinostat (Zolinza) HDAC inhibitors Cutaneous T-cell lymphomaa
Butyrate, suberoylanilide
hydroxamic acid (SAHA) HDAC inhibitors Multiple cancers, CML
Temozolomide (Temodar) DNA alkylating agent Glioblastoma, Metastatic melanomaa
GX15-070 Bcl2 inhibitor Pancreatic carcinoma, Leukemia
Resveratrol Antioxidant Ovarian cancer
Compound Target Tumor type/cancer cell types
3-Methyladenine (3-MA) Class III PI3 kinase inhibitor Colorectal cancer
Chloroquine Lysosomal pH Malaria
a , Breast cancer, Prostate cancer, Glioma
Lymphoma
Hydroxychloroquine Lysosomal pH Malaria, Lupus, Rheumatoid arthritisa, Breast cancer
Monensin Lysosomal pH Glioma malignant
Bafilomycin A1 Vacuolar-ATPase Glioma malignant, Breast cancer
Pepstatin A Lysosomal protease (cathepsin inhibitor) Cervical cancer
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Fig. 3.  Caspase-dependent and Caspase-independent Routes to Cell-death 52) 
 
オートファジーとは、自己タンパク質の分解経路の一つである。(Fig. 4) 現在、自
己タンパク質分解経路は、ユビキチン/プロテアソーム系およびリソソーム/液胞系の 
2 つに大別され、オートファジーはリソソーム/液胞系に分類される。ユビキチン/プ
ロテアソーム系は、主に短寿命タンパク質の分解に働き、53, 54) リソソーム/液胞系は、
主に細胞を構成する全タンパク質の 99% を占める長寿命タンパク質の分解を担っ
ている。分解されたタンパク質は、アミノ酸プールに入り再利用される。また、現在
までに考えられているリソソームへの細胞質タンパク質の輸送機構は、1) マクロオ
ートファジー、2) ミクロオートファジー、3) Cytoplasm-to-vacuole targeting (Cvt) 経路、
4) シャペロン介在性オートファジー、5) ペキソファジーの 5 つに分類される。55) そ
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のうちマクロオートファジーは、まず細胞質の一部が隔離膜によって取り囲まれるこ
とで 2 重膜構造を形成し、次にエンドソームと融合しながら成熟、最後にリソソー
ムと融合することでオートリソソームとなり内容物を分解する。56) オートファジー
の分子機構の遺伝的解析は、1992 年に Takeshige らのグループによって酵母でオー
トファジーが誘導されることが報告されて以来、57) 急速に進展してきた。酵母細胞
内の主要な構造体 (オルガネラ) は、ヒト細胞でも見られ進化上よく保存されている。
酵母オートファジーは、さまざまな栄養源の枯渇によって誘導され、酵母のオートフ
ァジー成熟に関与する遺伝子 (ATG) の解析は数多く行われている。さらに、その関
連因子は、ヒトを含めたいくつかの種においてよく保存されており、その発現量や局
在性、機能などが解明されつつある。酵母 ATG の中でも ATG8 の哺乳類オーソログ
である LC3 は、オートファジーが誘導されるとオートファゴソームに結合すること
が明らかとなっており、58) ATG8 を観察することでオートファジーの成熟を観察する
ことが可能となっている。59)  
また近年、PI3K の 4 つのサブユニット (クラス IA, IB, II, III) のうち触媒サブユ
ニットである Vps34 と制御サブユニットである Vps15/p150 とのヘテロ二量体とし
て存在するクラス III PI3K は、オートファジーとの関連で注目されている。さらに 
Singh らは、ラット肝細胞由来 RALA255-10G 細胞において、1) 代表的なオートフ
ァジー阻害剤である 3-メチルアデニン (3-MA) の添加あるいは Atg5 または Atg7 
のノックダウン/ノックアウトにより、トリグリセリド (TG) および脂肪滴 (LD) の細
胞内量が上昇すること、2) LD が LC3-II およびリソソームマーカーである LAMP1 
と共局在すること、3) オートファゴソーム内に LD が観察されるなどの結果から、
脂質代謝にもオートファジーが関与することを報告している。60) また、Yan らは、
ヒト慢性骨髄性白血病細胞由来 K562 細胞において M--CyD が ERK/SPK1 の発現
およびリン酸化を抑制することでオートファジーを誘導することを報告している。61) 
これらのことから、M--CyD を抗がん剤として用いる場合、誘導される抗腫瘍活性
誘導機構の解明にはアポトーシスのみならずオートファジーの関与も検討すること
が重要である。 
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Fig. 4.  Autophagosome Formation and Atg Proteins in Mammalian Cells58) 
 
そこで本研究では、M--CyD に FA を修飾した FA-M--CyD の腫瘍細胞選択的新
規抗がん剤キャリアおよび抗がん剤としての有用性を明らかにするため、以下の検討
を行った。第 1 章では、新規抗がん剤キャリアとしての FA-M--CyD の有用性評価
を行うために、まず FA-M--CyD を調製し、調製の確認および物性評価を行った。次
に、FR- 高発現細胞 (FR- (+)) であるヒト口腔がん細胞由来 KB 細胞および FR- 
低発現細胞 (FR- (-)) であるヒト上皮がん細胞由来 A549 細胞を用い、各種抗がん
剤/FA-M--CyD 複合体の抗腫瘍活性を検討した。次に、DOX の抗腫瘍活性に及ぼす 
FA-M--CyD の影響について検討した。また、安全性の観点から DOX/FA-M--CyD 複
合体を担がんマウスに尾静脈内投与後、血液生化学的パラメータを測定した。さらに、
担がんマウスを用いて DOX/FA-M--CyD 複合体を静脈内投与後の抗腫瘍活性を腫
瘍体積、体重変化および生存率にて評価した。第 2 章では、FA 非修飾体である 
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M--CyD 自体の抗がん剤への応用を企図して、まず、in vivo における M--CyD の
抗腫瘍活性を検討するため、担がんマウスを作成し、第 1 章と同様の検討を行った。
また、安全性の観点から M--CyD を担がんマウスの尾静脈へ投与後の血液生化学的
パラメータを測定した。次に、M--CyD の in vitro 抗腫瘍活性について検討した。
さらに、M--CyD の細胞死誘導機構の解明を目的に、in vitro 抗腫瘍活性に及ぼすコ
レステロール添加の影響およびアポトーシス誘導能について検討した。第 3 章では、
腫瘍選択的抗がん剤としての FA-M--CyD 自体の有用性を検討するため、抗がん剤
キャリアとして用いた場合より高濃度条件において、各種 FR- (+) 細胞および 
FR- (-) 細胞に対する抗腫瘍活性を検討した。次に、FA-M--CyD による抗腫瘍活性
誘導機構の解明を企図して、アポトーシス誘導能およびオートファジー誘導能につい
て検討した。また、in vivo における FA-M--CyD の抗腫瘍活性を検討するため、FR- 
(+) 細胞であるマウス結腸がん細胞由来 Colon-26 細胞およびヒト胆管がん細胞由来 
M213 細胞を皮下にそれぞれ同種移植および異種移植した担がんマウスを作成し、第 
1 章と同様の検討を行い、これらの効果を DOX および M--CyD と比較した。さら
に、安全性の観点から FA-M--CyD を担がんマウス尾静脈内へ投与後の血液生化学
的パラメータを測定した。なお、本研究で用いた -CyDs の構造を Table 3 に示す。 
 
Table 3.  Chemical Structures of -CyDs Used in This Study  
  
 
  
Compound Abbreviation R DS1)
-Cyclodextrin -CyD OH -
Methyl--cyclodextrin M--CyD H or CH3 12.2
2,6-Di-O-methyl--cyclodextrin DM--CyD R2, R6 = CH3, R3 = H 14
Folate-appended methyl--cyclodextrin FA-M--CyD H or CH3 or FA 12.2
(1)2)
1) The average degree of substitution of methly groups.
2) The average degree of substitution of folic acid.
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第 1 章 新規抗がん剤キャリアとしての葉酸修飾メチル--シクロデキストリン  
(FA-M--CyD) の有用性評価 
 
第 1 節 序 
 がん治療の最適化を目指す DDS 研究において、薬物を投与部位から標的の臓器や
組織に安定かつ効率良く送達させるターゲティング技術は、最も重要なアプローチの
一つである。例えば、抗がん剤 DOX は、広い抗腫瘍スペクトラムを有する薬物であ
るが、総投与量が 550 mg/m2 (体表面積) を超えると、骨髄機能抑制や心毒性 (心筋障
害・心不全・心電図異常など) などの副作用発現の頻度が増加する。62) これらの副作
用を回避するため、DOX 封入 PEG 修飾リポソーム製剤として Doxil® が上市されて
いる。しかしながら、PEG 修飾によってリポソームの血中滞留性は向上し、副作用
は軽減されたものの、治療効果の改善には至らなかったという報告があり、63)  更な
るデリバリー技術の改善が期待されている。 
FR- は、卵巣・肺・乳房・子宮内膜・腎臓・結腸など、各種上皮がん細胞で高発
現しており、FA と極めて高い親和性 (解離定数 : Kd = ~1 nM) を有する。そのため、
FR- 高発現細胞への抗がん剤の選択的送達を企図して、キャリアへ FA を修飾した 
DDS 研究が盛んに行われている。例えば、Yanhua らは、PTX 内封 FA 修飾ヒアル
ロン酸ポリマーミセルが FR- 高発現ヒト乳がん細胞由来 MCF-7 細胞選択的に取
り込まれることを報告した。64) また、Scomparin らは、プルラン-PEG-DOX 結合体に 
FA を修飾することにより、FR- 高発現 KB 細胞選択的な抗腫瘍活性の誘導を報告
した。65) このように、抗がん剤デリバリーを行う際に、キャリアに FA を修飾する
ことは、有用な手段となり得るものと考えられる。 
一方、CyD は薬物の可溶化や安定化、バイオアベイラビリティの改善などに利用
される製剤素材として知られている。なかでも、M--CyD は溶解性に優れ、天然 
-CyD と比較して優れた薬物包接能を有することから、クロラムフェニコールの可溶
化剤として点眼剤に使用されている。また、欧州では脂溶性薬物 17 -エストラジオ
ールの可溶化剤および吸収促進剤として経鼻スプレーに応用されている。66) そこで
本章では、M--CyD に FA を修飾した FA-M--CyD を新規に調製し、その腫瘍細
胞選択的抗がん剤キャリアとしての有用性評価を行った。まず、FA-M--CyD を合成
し、Fast Atom Bombardment (FAB) MS スペクトルおよび 1H-NMR スペクトルを用い
て FA 置換度 (DSF) を算出後、粉末 X 線回折および示差熱分析 (DTA) により調製
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確認を行った。次に、FR- 高発現細胞 (FR- (+)) である KB 細胞および FR- 低
発現細胞 (FR- (-)) である A549 細胞を用いて各種抗がん剤/FA-M--CyD 複合体の
in vitro 抗腫瘍活性を検討した。また、DOX/FA-M--CyD 複合体による DOX の抗腫
瘍活性増強機構の解明のため、DOX の細胞内取り込み量および細胞からの排出に及
ぼす  FA-M--CyD の影響、DOX によるカスパーゼ -3/7 の活性化に及ぼす 
FA-M--CyD の影響について検討した。さらに、FR- (+) 細胞である Colon-26 細胞
を皮下に同種移植した担がんマウスに対する DOX/FA-M--CyD 複合体の in vivo 抗
腫瘍活性を検討した。 
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第 2 節 FA-M--CyD の調製と物性評価 
第 1 項 トシル化メチル--シクロデキストリン (Ts-M--CyD) の調製 
  
Scheme 1 に Ts-M--CyD の調製経路を示す。調製は高橋ら 67) の報告に準じて行
った。まず、0.4 M 水酸化ナトリウム水溶液に M--CyD を溶解後、氷浴下、p-トル
エンスルホニルクロライドを添加後、6 時間反応させることにより Ts-M--CyD を得
た。調製の確認は TLC および FAB MS スペクトルにより行った。 
Fig. 5 は、Ts-M--CyD の TLC (展開溶媒 : 酢酸エチル/2-プロパノール/25% アン
モニア水/水 = 7 : 7 : 5 : 4、呈色試薬 : アニスアルデヒド) および FAB MS スペクト
ル (Matrix : グリセロール、negative ion mode) を示す。なお、アニスアルデヒドはア
ルデヒド基がグルコースの水酸基と結合し、発色することから CyD の検出試薬とし
て用いた。 
調製したサンプルは、アニスアルデヒドに呈色した単一スポットを与えたことから 
CyD の存在が確認され、さらに UV 発色により M--CyD へのトシル基の導入が示
唆された。FAB MS スペクトルにおいて、Ts-M--CyD は質量数 1488 (m/z) に親ピー
クを与え、この値から算出した Ts-M--CyD 中のトシル基の平均置換度 (DST) は 
1.2 であった。(Fig. 6) 
  
Scheme 1.  Preparation Pathway of Ts-M--CyD 
1) DS : degree of substitution of methyl group, 
2) DST : degree of substitution of tosyl group. 
Fig. 5.  Thin Layer Chromatography of Ts-M--CyD 
Developing solvent was ethyl acetate/2-propanol/aqueous ammonia/water, 7/7/5/4 (v/v/v/v).  
a : M--CyD
b : Sample
Anisaldehyde Anisaldehyde, UV
a b
p-Toluenesulfonyl chloride
5˚C, 3 h
0.4 M NaOHaq
13 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第 2 項 アミノ化メチル--シクロデキストリン (NH2-M--CyD) の調製 
  
次に、前節で合成した Ts-M--CyD (DST 1.2) を用いて、NH2-M--CyD を調製した。
(Scheme 2)  Table 4 に NH2-M--CyD の調製条件を示す。反応は TLC (展開溶媒 : 1-
ブタノール/エタノール/水 = 5 : 4 : 3、呈色試薬 : ニンヒドリン、アニスアルデヒド)  
により追跡し、終点は UV とアニスアルデヒドの両方に呈色する Ts-M--CyD 由来
のスポットが完全に消失した時点とした。まず、村上ら 68) の報告を参考に 
Ts-M--CyD 3 g を 25% アンモニア水 25 mL に溶解し、60ºC にて 3 時間還流させ
たところ、M--CyD の界面活性作用により多くの気泡が発生し、十分に反応が進行
しなかった。(Table 4; Run 1) そこで気泡の発生を抑えるために、室温にて反応させた
ところ、終点が 112 時間と長時間を要した。(Table 4; Run 2, Fig. 7A, B) また、40ºC で
反応させたところ、6 時間でプラトーに達し、未反応体の存在が確認された。(Table 4; 
Run 4, Fig. 7C, D) そこで、Ts-M--CyD 7 g に対し 25% アンモニア水を 120 mL に増
加させたところ、24 時間で十分に反応が進行し、アニスアルデヒドおよびニンヒド
リン (アミノ基検出試薬) に呈色するスポットが確認された。(Table 4; Run 4, Fig. 7E) 
これらの結果より、本反応条件により NH2-M--CyD の調製が可能であることが示唆
された。なお、TLC 板の上部に UV を吸収するスポットが確認されたが、これは 
Ts-M--CyD の調製時に用いた p-トルエンスルホニルクロライドの未反応物に由来
するものと考えられる。 
Fig. 6.  FAB MS Spectrum of Ts-M--CyD    
Ts-M--CyD 1488 (DST 1.2)
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Fig. 8 は、NH2-M--CyD の FAB MS スペクトル (Matrix : グリセロール、negative 
ion mode) を示す。FAB MS スペクトルにおいて、NH2-M--CyD は質量数 1314 (m/z) 
に親ピークを与え、この値から算出した NH2-M--CyD 中のアミノ基の平均置換度 
(DSN) は 1.4 であった。 
 
  
Run M--CyD (g) 
NH3aq 
(mL) 
Temperature
(ºC) 
Reaction 
time (h) Observation 
1 3 25 60 3 Reaction was not enough. 
2 7 60 r.t. 112 Reaction time was too long.
3 7 60 40 9 Reaction was not enough. 
4 7 120 40 24 Fully reacted. 
Table 4.  Preparation Conditions of NH2-M--CyD Used in This Study 
Scheme 2.  Preparation Pathway of NH2-M--CyD 
1) DSN : degree of substitution of amino group. 
25% NH3aq
40˚C, 24 h
(CH3) (NH2)
(CH3)
NH2-M--CyD (DSN1) 1.4)
(CH3) (Ts)
(CH3)
Ts-M--CyD (DST 1.2)
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Fig. 7.  Thin Layer Chromatography of NH2-M--CyD 
Developing solvent was 1-butanol/ethanol/water, 5/4/3 (v/v/v). 
(A)  After 92 h (Run 2) (B)  After 112 h (Run 2) 
(C)  After 6 h (Run 3) (D)  After 9 h (Run 3) 
(E)  After 24 h (Run 4) 
a
Anisaldehyde,
UV
UVUV
Ninhydrin, Anisaldehyde
b   
Anisaldehyde, Ninhydrin
Anisaldehyde
Ninhydrin
UV, Anisaldehyde
a b
a b
Anisaldehyde
Ninhydrin
UV, Anisaldehyde
UV
Anisaldehyde
Anisaldehyde
Ninhydrin
UV, 
Anisaldehyde
a b
Anisaldehyde, 
Ninhydrin
Anisaldehyde
Ninhydrin
UV
a b
a : Ts-M--CyD
b : Sample
16 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第 3 項 FA-M--CyD の調製 
  
次に、前節で合成した NH2-M--CyD (DSN 1.4) を用いて FA-M--CyD を調製した。
Scheme 3 に FA-M--CyD の調製経路を示す。反応は TLC (展開溶媒 : 1-ブタノール
/エタノール/水/25% アンモニア水 = 5 : 4 : 3 : 5、呈色試薬 : ヨウ素、アニスアルデヒ
ド) により追跡した。(Fig. 9) まず、FA および NH2-M--CyD をジメチルスルホキシ
ド (DMSO) に溶解後、縮合剤 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium 
chloride (DMT-MM) を含むエタノールを添加し、室温にて攪拌した。反応は 72 時間
で十分に進行し、アミド結合を介した FA-M--CyD を得た。(Fig. 9B) 次に、得られ
た FA-M--CyD に大量のアセトンを添加し、未反応の FA を沈殿・除去後、0.1 M の
アンモニア水溶液にて透析 (透析膜 : MWCO = 1000) した。なお、透析により未反応
の FA が残存しないことを TLC (展開溶媒 : 1-ブタノール/エタノール/水/25% アン
モニア水 = 5 : 4 : 3 : 5、呈色試薬 : ヨウ素、アニスアルデヒド) により確認した。 
Figs. 10 および 11 は、それぞれ FA-M--CyD の FAB MS スペクトル (Matrix : 
グリセロール、negative ion mode) および 1H-NMR スペクトル (溶媒 : D2O) を示す。
FAB MS スペクトルにおいて、FA-M--CyD は質量数 1738 (m/z) に親ピークを与え、
この値から算出した FA の置換度 (DSF) は 1 であった。また、1H-NMR スペクト
ルにおいて FA-M--CyD は 6.7、7.6 および 8.5 ppm 付近に FA のベンゼン環由来
の新たなピークを与えた。FA のベンゼン環由来のプロトンと、M--CyD 中のグルコ
ースのアノメリックプロトン (5 ppm 付近) の積分値より算出した FA-M--CyD  の 
DSF は 1 であり、FAB MS スペクトルから算出した DSF と同様の結果が得られた。 
 
Fig. 8.  FAB MS Spectrum of NH2-M--CyD    
NH2-M--CyD 1314 
(DSN 1.4)
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Scheme 3.  Preparation Pathway of FA-M--CyD 
1) 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholonium chloride, 
2) Dimethyl sulfoxide, 
3) DSF : degree of substitution of FA. 
Fig. 9.  Thin Layer Chromatography of FA-M--CyD 
Developing solvent was 1-butanol/ethanol/water/aqueous ammonia, 5/4/3/5 (v/v/v/v) . 
(B) After 72 h(A) After 24 h 
I2
I2
Anisaldehyde, I2
Ninhydrin
a b
I2
Anisaldehyde, I2
I2
a b
a : FA
b : Sample
Fig. 10.  FAB MS Spectrum of FA-M--CyD   
FA-M--CyD 1738 (DSF 1)
(CH3) (NH2)
(CH3)
NH2-M--CyD (DSN 1.4)
(CH3) (FA)
(CH3)
FA-M--CyD (DSF3) 1)
N
NN
NH
HO
H2N
N
H
N
H
O
O
HO
O
HO
Folic acid (FA) DMT-MM1)
DMSO2), MeOH, r.t. 72 h Dialysis 
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第 4 項 粉末 X 線回折および示差熱分析 (DTA) 
 
未知試料の同定、定量、物性評価などは、1H-NMR および MS スペクトル、粉末
X 線回折、熱分析、赤外・紫外吸収スペクトル、密度、溶解速度など様々な物理化学
的手法を用いて行われる。そこで本節では、FA-M--CyD の構造確認を粉末 X 線回
折および DTA により行った。なお、FA-M--CyD は凍結乾燥後使用した。(Fig. 12)  
粉末 X 線回折において、M--CyD の回折パターンは -CyD および DM--CyD と
は異なり、ハローを呈したことから、M--CyD は固体状態において非晶質であるこ
とが示された。M--CyD と FA との物理的混合物の回折パターンには、FA 由来の
ピークが認められたが、FA-M--CyD では FA 由来のピークが完全に消失し、ハロー
を呈した。このことから、FA-M--CyD は固体状態において M--CyD と同様に非晶
質であり、未反応の FA の存在も少ないことが示唆された。(Fig. 13) また DTA 曲線
において、FA-M--CyD は、140ºC 付近の FA 由来の吸熱ピークが消失し、M--CyD 
類似のピークパターンを示した。(Fig. 14) これらの結果より、FA-M--CyD の調製が
確認された。 
 
 
 
 
Fig. 11.  1H-NMR Spectrum of FA-M--CyD in D2O    
[ Degree of substitution of FA ] 
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Fig. 12.  Photographs of M--CyD, FA and FA-M--CyD 
Fig. 13.  Powder X-ray Diffraction Patterns of FA and -CyDs 
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 第 5 項 表面張力 
   
M--CyD は分子内に水酸基 (親水基) とメチル基 (疎水基) を持つため、界面活性
作用を有する。69) また、前述したように M--CyD や DM--CyD は優れた包接能に
加えて、界面活性作用により細胞膜と強く相互作用する。そこで本節では、今回新規
に調製した FA-M--CyD の界面活性作用の有無を調べるため、表面張力を測定した。 
 Fig. 15 は、各濃度における -CyDs 水溶液の表面張力を示す。-CyD は界面非活
性であり、表面張力は一定値を示した。一方、FA-M--CyD の表面張力は濃度の上昇
に伴い低下したが、M--CyD や DM--CyD と比較して高値を示した。FA-M--CyD 
の表面張力が低下した理由として、FA-M--CyD 中の FA が M--CyD に分子間包
接されることにより M--CyD 空洞内または周辺の疎水性が減少し、FA-M--CyD の
気/液界面への正吸着が減少したためと推察される。 
 
 
 
 
 
Fig. 14.  DTA Thermograms of FA and -CyDs 
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第 3 節 溶血活性および形態変化に及ぼす -CyDs の影響 
第 1 項 溶血活性に及ぼす -CyDs の影響 
 
本項では、生体内投与時の局所刺激性を予測するため生体膜モデルとしてウサギ赤
血球を用い、FA-M--CyD の溶血活性を測定した。調製した 5% ウサギ赤血球懸濁
液を各濃度の -CyDs 溶液に添加後、37ºC で 30 分間処理し、上清を分取し、543 nm 
におけるヘモグロビンの吸光度から溶血率を算出した。得られた結果を Fig. 16 に示
す。ここで、縦軸は蒸留水中における遊離ヘモグロビン量を 100% とした時の相対
溶血率を示す。-CyD、DM--CyD、M--CyD および FA-M--CyD の溶血開始濃度
は、それぞれ 3 mM、0.5 mM、1 mM および 8 mM であった。FA の導入により界面
活性能を示すにも関わらず、FA-M--CyD の溶血活性が低下した理由は、FA の立体
障害による M--CyD の生体膜との相互作用の低下に起因するものと考えられる。こ
れらの結果より、FA-M--CyD の溶血活性は、メチル化 CyDs だけではなく -CyD 
よりも低いことから、FR- 低発現細胞に対する障害活性は低いものと推定される。 
 
 
 
Fig. 15.  Surface Tension of -CyDs Solutions in Water at 25ºC 
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第 2 項 形態変化に及ぼす -CyDs の影響 
 
 赤血球の形態変化には大きく分けて、外方突起型および内方陥没型の 2 種類が知
られている。70) 当研究室では、ヒトまたはウサギ赤血球に高濃度の天然 CyDs を処
理すると、リン脂質やコレステロールなどの膜成分が漏出され、内方陥没型の形態変
化を示すことを報告した。46, 71) しかしながら、M--CyDs による赤血球形態変化の様
式は異なるものと推測されるが、その詳細は不明である。 
 そこで、本項では M--CyDs によって惹起される赤血球の形態変化について検討
した。実験は、5% 赤血球懸濁液を各濃度の CyDs 溶液にて 37ºC で 30 分間処理し、
グルタルアルデヒドを用いて固定化した後、イオンコーターを用いて金コーティング
を施し、走査型電子顕微鏡にて観察した。 
 Fig. 17 に示すように、溶血開始濃度である 3 mM -CyD 処理後の赤血球は、これ
までの知見と同様に内方陥没型の形態変化を惹起したが、0.8 mM DM--CyD および 
1 mM M--CyD を処理した赤血球は、外方突起型の形態変化を惹起した。また、30% 
溶血率を示す 1.6 mM DM--CyD および 2 mM M--CyD 処理では、溶血開始濃度の
Fig. 16.  Hemolytic Activity of -CyDs on Rabbit Red Blood Cells  
(RRBC) in PBS (pH 7.4) at 37ºC 
Five percents of isolated RRBC suspensions with PBS were incubated with 1 mL of -CyDs for 30 
min at 37ºC.  The results were expressed as percent of total hemolysis, which was obtained when 
RRBC were incubated in water only.  Each point represents the mean ± S.E. of 3-7 experiments. 
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場合と比較して、形態変化の度合いがより大きくなることが示された。これらの結果
より、M--CyDs は、-CyD の場合と異なり外方突起型の形態変化を惹起し、その形
態変化は -CyD よりも低濃度で開始されることが示された。 
  
Fig. 17.  Scanning Electron Microscopic Analysis of Morphological  
Change in RRBC Induced by -CyDs 
RRBC were treated with -CyDs using the same method as used for hemolytic assay.  After 
fixation of samples with 2% (v/v) glutaraldehyde, RRBC were resuspended with distilled water.  
The samples were dried, and then were sputtered with gold using an Ion Coater IB-3 followed by 
observation using a Hitachi S-510 SEM.  a) The onset concentration of hemolysis.  b) The 
concentrations which induce 30% hemolysis. 
(C) M--CyD (1 mM) a)
(D) DM--CyD (0.8 mM) a) DM--CyD (1.6 mM) b)
(A) Control (B) -CyD (3 mM) a)
× 3,000
M--CyD (2 mM) b)
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第 4 節 ドキソルビシン (DOX) と FA-M--CyD との安定度定数の算出 
 
 CyD を抗がん剤キャリアとして用いる場合、CyD と主薬または添加剤との競合包
接、生体適用後の複合体の解離、体内動態などを制御する必要がある。66) 一般に、薬
物と CyD の安定度定数が 104 ~ 105 M-1 以上であれば、静脈内投与後の薬物の体内動
態を制御可能であると報告されていることから、72) CyD と薬物との安定度定数を算出するこ
とは極めて重要である。そこで、本節では、DOX と M--CyDs との安定度定数を蛍光スペ
クトル法により算出した。スペクトル法を用いた溶液中での複合体形成の解析法としては、
Scott 式がよく知られている。73) Table 5 は、リン酸緩衝液 (pH 7.8) 中における DOX と 
M--CyDs との安定度定数 (Kc) を Scott 式より求めた結果を示す。なお、ここで pH 7.8 
を用いた理由は、生理的 pH において FA-M--CyD の溶解度が低く、相互作用の検討
が可能な中性に付い pH を選んだためである。M--CyD および FA-M--CyD は DOX 
とモル比 1 : 1 で複合体を形成すると仮定した場合、それぞれ 3.1 x 105 M-1、3.0 x 105 M-1 
と著しく高い安定度定数を示した。なお、M--CyD および FA-M--CyD と DOX との包
接複合体の包接様式は、溶解度等の問題のため明らかではなく、今後の課題としたい。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第 5 節 各種抗がん剤/FA-M--CyD 複合体の in vitro 抗腫瘍活性 
 
前節の検討により、FA-M--CyD は DOX と複合体を形成することが示唆された。
そこで本節では、DOX に加え、PTX および 5-フルオロウラシル (5-FU) の抗腫瘍活
性に及ぼす FA-M--CyD の影響を検討した。 
PTX は、タキサン類に分類される有糸分裂阻害薬であり、乳がん、卵巣がんなど
Table 5.  Stability Constants (Kc) of DOX/M--CyDs Complexes 
in Phosphate Buffer (pH 7.8) 
The concentration of DOX was 12.5 M.  The concentration of M--CyDs were 
6.25-50 M.  The stability constant was calculated by Scott’s equation.  Each value  
represents the mean ± S.E. of 3 experiments. 
System Kc (M-1)
DOX/M--CyD complex 3.1 x 105 ± 2.9 x 104
DOX/FA-M--CyD complex 3.0 x 105 ± 4.1 x 104
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の固形がんに適応されている。しかし、PTX は P-糖タンパク質 (P-gp) の基質とな
ることから多剤耐性化を誘導しやすい。さらに、PTX は極めて脂溶性が高く水に不
溶であるため、注射液には溶媒としてポリオキシエチレンヒマシ油とアルコールが用
いられている。しかし、この溶媒が肥満細胞を刺激し、ヒスタミンを遊離させるため、
静脈内投与後に気管支れん縮、低血圧、蕁麻疹等の過敏反応といった重篤な副作用を
示すことが懸念されている。また、5-FU はピリミジン代謝拮抗薬であり、胃がん、
肝がん、大腸がんなどの各種腫瘍に広い抗がんスペクトルを有する。特に、5-FU お
よびその誘導体は大腸がんの第一選択薬となっている。しかしながら、副作用として
激しい下痢や出血性腸炎などの消化器症状、それに伴う脱水症状などが知られている。
これらのことから、治療効果の増大および副作用の軽減を目的とした DDS キャリア
の開発が強く望まれている。 
本節では、各種抗がん剤と FA-M--CyD との複合体を KB 細胞 (FR- (+)) およ
び A549 細胞 (FR- (-)) に 24 時間適用後の抗腫瘍活性を WST-1 法により評価し
た。なお、FA-M--CyD 中のメチル基の役割を明らかにするため、FA 修飾 -CyD 
(FA--CyD) を調製し、各種抗がん剤の抗腫瘍活性に及ぼす影響を FA-M--CyD と比
較した。 
Fig. 18 は、各種 DOX/-CyDs 複合体を KB 細胞 (FR- (+)) に 24 時間適用後の
抗腫瘍活性を示す。DOX と天然 -CyD に FA を修飾した FA--CyD との複合体で
ある DOX/FA--CyD 複合体および DOX/M--CyD 複合体は DOX の抗腫瘍活性を
増強させなかったのに対して、DOX/FA-M--CyD 複合体は、DOX 単独と比較して有
意に高い抗腫瘍活性を示した。一方、A549 細胞 (FR- (-)) において、DOX/M--CyDs 
複合体は DOX の抗腫瘍活性を増加させなかったのに対し、DOX/FA--CyD 複合体
は DOX の抗腫瘍活性を有意に増強した。(Fig. 19)  
KB 細胞 (FR- (+)) において、PTX/FA--CyD および PTX/M--CyD 複合体は 
PTX の抗腫瘍活性を増強させなかったのに対して、PTX/FA-M--CyD 複合体は、PTX 
単独と比較して有意に高い抗腫瘍活性を示した。(Fig. 20) 
さらに、KB 細胞に 5-FU と各種 -CyDs との複合体を処理しても、5-FU の抗腫
瘍活性は増強されないことが示された。(Fig. 21)  
これらの結果より、FA-M--CyD は FR- 高発現細胞選択的に DOX および PTX 
の抗腫瘍活性を増強するが、5-FU の抗腫瘍効果は増強しないことが示された。また、
FA--CyD は FR- 高発現細胞において DOX および PTX の抗腫瘍活性を増強さ
26 
 
せなかったことから、FA-M--CyD による抗腫瘍活性増強効果には、メチル基導入に
よる薬物と CyD との安定な複合体形成が必要であることが示唆された。なお、以降
の検討では、臨床で汎用されている DOX を用いて、DOX/FA-M--CyD 複合体の抗
腫瘍活性の詳細を調べた。 
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Fig. 18.  Antitumor Activity of DOX/-CyDs Complexes in KB Cells (FR- (+))
DOX/-CyDs complexes were treated for 24 h.  The molar ratio of DOX/-CyDs was 1:1.  The 
concentrations of DOX and -CyDs were 10 M.  Each value represents the mean ± S.E. of 3 experiments. 
*p < 0.05, compared with control.  †p < 0.05, compared with DOX alone. 
Fig. 19.  Antitumor Activity of DOX/-CyDs Complexes in A549 Cells (FR- (-)) 
DOX/-CyDs complexes were treated for 24 h.  The molar ratio of DOX/-CyDs was 1:1.  The 
concentrations of DOX and -CyDs were 10 M.  Each value represents the mean ± S.E. of 6-9 experiments. 
*p < 0.05, compared with control.  †p < 0.05, compared with DOX alone.  
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Fig. 20.  Antitumor Activity of PTX/-CyDs Complexes in KB Cells (FR-(+)) 
PTX/-CyDs complexes were treated for 2 h.  After washing with RPMI-1640 medium (FA-free), KB 
cells were futher incubated with RPMI-1640 (FA-free) for 24 h.  The molar ratio of PTX/-CyDs was 1:1. 
The concentrations of PTX and -CyDs were 10 M.  Each value represents the mean ± S.E. of 3-6 
experiments. *p < 0.05, compared with control.  †p < 0.05, compared with PTX alone.  
Fig. 21.  Antitumor Activity of 5-FU/-CyDs Complexes in KB Cells (FR- (+))
5-FU/-CyDs complexes were treated for 24 h.  The molar ratio of 5-FU/-CyDs was 1:1. The 
concentrations of 5-FU and -CyDs were 10 M.  Each value represents the mean ± S.E. of 6-12 
experiments.  
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第 6 節 DOX/FA-M--CyD 複合体の in vitro 抗腫瘍活性に及ぼす葉酸添加の影響 
 
 前節では、DOX/FA-M--CyD 複合体は FR- 高発現細胞選択的に DOX の抗腫瘍
活性を上昇させることが示唆された。そこで本節では、DOX/FA-M--CyD 複合体に
よる DOX の抗腫瘍活性増強作用が、FR- を介したものであるか否かを FR 競合阻
害剤を用いて検討した。Fig. 22 は、FR 競合阻害剤 FA (1 mM) 存在下、DOX/-CyDs 
複合体を 24 時間適用後の抗腫瘍活性を示す。DOX/FA--CyD および DOX/M--CyD 
複合体の抗腫瘍活性は、FA 添加の影響を受けなかった。一方、FA 存在下、
DOX/FA-M--CyD 複合体の抗腫瘍活性は、FA 非添加系と比較して、有意に低下し
た。これらの結果より、DOX/FA-M--CyD 複合体による DOX の抗腫瘍活性増強作
用は、FR- を介することが示唆された。 
 
  
Fig. 22.  Effect of FA on Antitumor Activity of DOX/-CyDs Complexes in KB 
Cells (FR- (+)) after Treatment for 24 h 
KB cells (2 x 104 cells/well) were incubated for 1 h with FA (1 mM) at 37ºC.  KB cells were washed with 
medium (FA-free), and then incubated for 24 h with 150 L of medium containing DOX (10 M) and/or 
-CyDs, and 1 mM FA at 37ºC.  After washing twice with PBS to remove samples, 100 L of fresh HBSS 
and 10 L of WST-1 reagent were added to plates and incubated for 30 min at 37ºC.  The absorbance at 450 
nm against a reference wavelength of 630 nm was measured.  Each value represents the mean ± S.E. of 
6-15 experiments.  *p < 0.05, compared with control.  †p < 0.05, compared with DOX.  ‡p < 0.05, 
compared with DOX/FA-M--CyD complex. 
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第 7 節 FA-M--CyD 前処理および後処理の影響 
 
 前節までの結果より、FA-M--CyD は KB 細胞上の FR- を介して DOX の抗腫
瘍活性を増強することが示唆された。DOX の抗腫瘍活性増強機構として、1) 
FA-M--CyD が細胞形質膜と相互作用し、DOX の細胞膜透過性を上昇させたこと、
2) FA-M--CyD との包接複合体形成により、FR- を介した DOX の細胞内取り込み
量が増加したことなどが考えられる。そこで本節では、DOX の抗腫瘍活性に及ぼす 
FA-M--CyD 前処理および後処理の影響を検討した。 
 Fig. 23 は、KB 細胞に各種 -CyDs を 2 時間適用後、さらに DOX を処理しその  
24 時間後の抗腫瘍活性を示す。その結果、FA--CyD、M--CyD および FA-M--CyD 
を前処理しても、DOX の抗腫瘍活性は増強されないことが示唆された。一方、Fig. 24 
は、KB 細胞に DOX を 2 時間適用後、さらに各種 -CyDs を 24 時間処理後の抗
腫瘍活性を示す。Fig. 23 と同様に、FA--CyD、M--CyD および FA-M--CyD を後
処理しても、DOX の抗腫瘍活性は増大されなかった。 
これらの結果より、FA-M--CyD による DOX の抗腫瘍活性の増強には、両者の複
合体形成の重要性が示唆された。 
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Fig. 23. Effects of Pretreatment of -CyDs on Antitumor Activity of DOX in KB 
Cells (FR- (+)) 
-CyDs (10 M) were pretreated for 2 h in KB cells.  After washing with RPMI-1640 medium (FA-free), 
DOX (10 M) was treated for 24 h.  After washing twice with PBS to remove samples, 100 L of fresh HBSS 
and 10 L of WST-1 reagent were added to plates and incubated for 30 min at 37ºC.  The absorbance at 450 
nm against a reference wavelength of 630 nm was measured.  Each value represents the mean ± S.E. of 3-6 
experiments.   
Fig. 24. Effects of Posttreatment of -CyDs on Antitumor Activity of DOX in KB 
Cells (FR- (+)) 
DOX(10 M) was pretreated for 2 h in KB cells.  After washing with RPMI-1640 medium (FA-free), 
-CyDs (10 M) were treated for 24 h.  After washing twice with PBS to remove samples, 100 L of fresh 
HBSS and 10 L of WST-1 reagent were added to plates and incubated for 30 min at 37ºC.  The absorbance 
at 450 nm against a reference wavelength of 630 nm was measured.  Each value represents the mean ± S.E. 
of 6-9 experiments. 
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第 8 節 DOX/FA-M--CyD 複合体の細胞内取り込み 
 
 前節において、FA-M--CyD による DOX の抗腫瘍活性増強には、両者が複合体を
形成することの重要性が推定された。そこで本節では、KB 細胞および A549 細胞を
用いて DOX の細胞内取り込み量に及ぼす FA-M--CyD の影響を検討した。実験は、
DOX/-CyDs 複合体を KB 細胞および A549 細胞へ添加した後、 DOX の細胞内取
り込みを蛍光顕微鏡にて観察し、BZ-II 解析アプリケーションを用いて定量した。 
 DOX 単独およびいずれの DOX/-CyDs 複合体系においても、KB 細胞内に DOX 
由来の蛍光が観察されたが、DOX/FA-M--CyD 複合体系の蛍光強度が最も強く (Fig. 
25A)、細胞内取り込み量の結果 (Fig. 25B) とよく符合した。さらに Fig. 26 に示すよ
うに、DOX 単独、DOX/FA--CyD および DOX/M--CyD 複合体系では、FA を添加
し て も  KB 細 胞 内 の  DOX の 蛍 光 強 度 は あ ま り 変 化 し な か っ た が 、
DOX/FA-M--CyD 複合体系では FA 添加によりその蛍光強度が著しく低下した。一
方、A549 細胞では DOX/-CyDs 複合体のいずれにおいても、DOX の蛍光強度は低
下した。(Fig. 27)   
これらの結果より、DOX/FA-M--CyD 複合体は、FR- を介して DOX の細胞内
取り込みを上昇させることが示された。 
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Fig. 25.  Cellular Uptake of DOX in DOX/-CyDs Complexes into KB Cells  
(FR- (+)) after Treatment for 1 h 
KB cells (1 x 106 cells/well) were incubated with RPMI-1640 medium (FA-free) containing DOX or DOX/-CyDs 
complexes at 37ºC for 1 h.  The molar ratio of DOX/-CyDs was 1:1.  The concentration of DOX was 10 M.  
(A) After washed twice with medium, cells were scanned with a fluorescence microscope.  (B) The cellular uptake 
of DOX was determined by BZ-II analyzer.  The experiments were performed independently three times, and 
representative images are shown. *p < 0.05, compared with DOX alone.  †p < 0.05, compared with 
DOX/FA--CyD complex.  ‡p < 0.05, compared with DOX/M--CyD complex. 
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Fig. 26.  Effect of FA on Cellular Uptake of DOX in DOX/-CyDs Complexes into 
KB Cells (FR- (+)) after Treatment for 1 h 
KB cells (1 x 106 cells/well) were incubated with RPMI-1640 medium (FA-free) containing DOX or 
DOX/-CyDs at 37ºC for 1 h.  The molar ratio of DOX/-CyDs was 1:1.  The concentrations of DOX and FA 
were 10 M and 4 mM, respectively.  (A) After washed twice with medium, cells were scanned with a 
fluorescence microscope.  (B) The cellular uptake of DOX was determined by BZ-II analyzer.  The experiments 
were performed independently three times, and representative images are shown.  *p < 0.05, compared with 
DOX alone.  †p < 0.05, compared with DOX/FA--CyD complex.  ‡p < 0.05, compared with DOX/M--CyD 
complex. 
*†‡ 
C
el
lu
la
r u
pt
ak
e 
of
 D
O
X
 (%
) 100
80
60
40
20
0
*
(B)
DIC Hoechst
33342
DOX Merge
Control
DOX alone with FA
DOX/M--CyD
complex with FA
DOX/FA-M--CyD
complex with FA
DOX/FA--CyD
complex with FA
35 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 27.  Cellular Uptake of DOX in DOX/-CyDs Complexes into A549 Cells (FR- 
(-)) after Treatment for 1 h  
A549 cells (1 x 106 cells/well) were incubated with DMEM containing DOX or DOX/-CyDs at 37ºC for 1 h.  The 
molar ratio of DOX/-CyDs was 1:1.  The concentration of DOX was 10 M.  (A) After washed twice with 
medium, cells were scanned with a fluorescence microscope.  (B) The cellular uptake of DOX was determined by 
BZ-II analyzer.  The experiments were performed independently three times, and representative images are shown. 
*p < 0.05, compared with DOX alone.  †p < 0.05, compared with DOX/FA--CyD complex.  ‡p < 0.05, 
compared with DOX/M--CyD complex. 
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第 9 節 DOX の細胞からの排出に及ぼす FA-M--CyD の影響 
 
 がん化学療法において克服すべき問題点の一つに、抗がん剤の長期投与によるがん
細胞の抗がん剤耐性化がある。現在、多くの耐性化メカニズムが提唱されているが、
なかでも、薬物排出トランスポーターである P-gp のがん細胞上への発現誘導が耐性
獲得における主要な要因の一つであると考えられている。そこで本節では、DOX の
細胞からの排出に及ぼす FA-M--CyD の影響を検討した。実験は、DOX/-CyDs 複
合体を KB 細胞へ 1 時間添加後、細胞外の DOX/-CyDs 複合体を除去した。さら
に、培地を添加 1 時間後の上清を回収し、細胞内から培養上清中へ排出された DOX 
量を蛍光マイクロプレートリーダーにて算出した。 
Fig. 28 に示すように、DOX/FA--CyD 複合体は DOX の排出を促進する傾向を示
したが、M--CyD および FA-M--CyD は DOX の排出には影響を与えなかった。こ
のことから、本実験条件下、FA-M--CyD の薬物排出トランスポーターへの影響は小
さいことが示唆された。 
  
Fig. 28.  Effects of -CyDs on Efflux of DOX from KB Cells (FR- (+)) after 
Treatment for 1 h 
DOX/-CyDs complexes were treated for 1 h.  After washing with RPMI-1640 medium (FA-free), KB cells were 
further incubated with RPMI-1640 (FA-free) for 1 h.  The molar ratio of DOX/-CyDs was 1:1. The 
concentrations of DOX and -CyDs were 10 M.  The amount of efflux of DOX was determined by a 
fluorescence microplate reader.  Each value represents the mean ± S.E. of 3 experiments.   
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第 10 節 カスパーゼ-3/7 の活性化に及ぼす DOX/FA-M--CyD 複合体の影響 
 
 DOX は、トポイソメラーゼ II と結合し、DNA 合成を阻害することにより、アポ
トーシスを誘導する。そこで本節では、DOX のアポトーシス誘導能に及ぼす 
FA-M--CyD の影響をアポトーシス実行因子であるカスパーゼ-3/7 の活性を指標に
検討した。なお、本節ではカスパーゼ-3/7 の活性化により生じるアミノルシフェリン
の蛍光を指標に、アポトーシス誘導能を蛍光顕微鏡にて観察した。 
Fig. 29 は、KB 細胞に DOX 単独および DOX/-CyDs 複合体を 12 時間処理後の
カスパーゼ-3/7 活性に由来する蛍光強度を示す。なお、DOX 単独処理では、カスパ
ーゼ-3/7 活性に由来する蛍光がほとんど観察されなかったのに対し、DOX/FA--CyD
および  DOX/M--CyD 複合体処理ではわずかに蛍光強度が増加した。一方、
DOX/FA-M--CyD 複合体処理では、カスパーゼ-3/7 の活性化に伴う蛍光強度の著し
い増大が観察された。 
Fig. 30 は、DOX 単独および DOX/-CyDs 複合体を 24 時間処理後の結果を示す。
DOX 単独処理では、カスパーゼ-3/7 の活性化に伴う蛍光強度の著しい上昇が観察さ
れた。一方、DOX/FA--CyD および DOX/M--CyD 複合体処理では、12 時間処理時
の結果 (Fig. 29) と差異は認められなかった。また、DOX/FA-M--CyD 複合体系にお
いて 12 時間処理では観察されたカスパーゼ-3/7 活性に由来する蛍光は、24 時間処
理では、ほとんど観察されなかった。これは、第 5 節での検討より、DOX/FA-M--CyD 
複合体適用後 24 時間の細胞生存率は約 30% であり、既に多くの細胞が死滅したた
めに、カスパーゼ-3/7 の活性に由来する蛍光が観察されなかったためと推察される。
これらの結果より、FA-M--CyD は DOX によるカスパーゼ-3/7 の活性化を促進す
ることが示唆された。 
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Fig. 29.  Effects of -CyDs on Caspase-3/7 Activity in KB Cells (FR- (+)) after 
Treatment for 12 h 
KB cells (1 x 106 cells/well) were incubated with RPMI-1640 (FA-free) containing DOX or DOX/-CyDs at 
37ºC for 12 h.  The molar ratio of DOX/-CyDs was 1:1.  The concentration of DOX was 10 M.  After 
washed twice with medium, and then the cells were treated with caspase-3/7 detection kit.  After washed 
twice with RPMI-1640 medium (FA-free), cells were scanned with a fluorescence microscope.  The 
experiments were performed independently three times, and representative images are shown. 
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Fig. 30.  Effects of -CyDs on Caspase-3/7 Activity in KB Cells (FR- (+)) after 
Treatment for 24 h 
KB cells (1 x 106 cells/well) were incubated with PRMI-1640 (FA-free) containing DOX or DOX/-CyDs at 
37ºC for 24 h.  The molar ratio of DOX/-CyDs was 1:1.  The concentration of DOX was 10 M.  After 
washed twice with medium, and then the cells were treated with caspase-3/7 detection kit.  After washed 
twice with PRMI-1640 medium (FA-free), cells were scanned with a fluorescence microscope.  The 
experiments were performed independently three times, and representative images are shown. 
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第 11 節 DOX/FA-M--CyD 複合体の in vivo 抗腫瘍活性 
 
 これまでの検討より、FA-M--CyD は DOX の抗腫瘍活性を増強することが示唆さ
れた。そこで本節では、Colon-26 細胞 (FR- (+)) を皮下に同種移植した担がんマウ
スに DOX/FA-M--CyD 複合体溶液を静脈内単回投与後の腫瘍体積、体重変化および
生存率について検討した。 
 Fig. 31A は、静脈内に単回投与後の腫瘍体積変化を示す。コントロール、DOX 単
独および DOX/M--CyD 複合体投与群と比較して、DOX/FA-M--CyD 投与群では有
意に腫瘍の成長が抑制された。コントロールおよび DOX 単独投与群では、腫瘍体積
の増加に伴い、体重の顕著な増加が認められた。(Fig. 31B) 一方、DOX/FA-M--CyD 複
合体投与群では腫瘍体積の減少に伴い、体重増加は緩やかであった。さらに、Fig. 31C 
に示すようにコントロール、DOX 単独および DOX/M--CyD 複合体投与群では、65 
日目までに全例死亡したのに対して、DOX/FA-M--CyD 投与群では、110 日目にお
いても 50% の生存率を示した。 
これらの結果より、DOX/FA-M--CyD 複合体は、DOX 単独および DOX/M--CyD 
複合体よりも優れた抗腫瘍活性を有することが示された。 
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Fig. 31.  Effects of Single Intravenous Injection of DOX and DOX/M--CyDs  
Complexes on Tumor Volume (A), Body Weight (B) and Survival Rate (C) in 
BALB/c Mice Bearing Colon-26 Cells (FR- (+)) 
DOX (5 mg/kg) with or without M--CyDs (15 mg/kg) was administered by the single intravenous injection 
to Colon-26 cells-bearing mice.  Each points represent the mean ± S.E. of 5-6 experiments.  *p < 0.05, 
compared with control (5% mannitol solution).  †p < 0.05, compared with DOX alone.  ‡p < 0.05, 
compared with DOX/M--CyD complex. 
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第 12 節 DOX/FA-M--CyD 複合体投与後の血液生化学的パラメータ 
 
前節において、FA-M--CyD は in vivo においても DOX の抗腫瘍活性を増強する
ことが示された。また、第 5 節の検討において FA-M--CyD は腫瘍選択性を有する
ことから、FA-M--CyD は in vivo において DOX の副作用を軽減する可能性が示唆
される。そこで本節では、DOX 単独、DOX/FA-M--CyD 複合体を担がんマウスの尾
静脈内に投与 24 時間後の血液生化学的パラメータを測定し、DOX の副作用発現に
及ぼす DOX/FA-M--CyD 複合体の影響を検討した。なお、血液生化学的パラメータ
は腎障害の指標として Creatinine (CRE) および Blood urea nitrogen (BUN)、肝障害の
指標として Asparate aminotransferase (AST) および Alanine aminotransferase (ALT)、細
胞障害性の指標として Lactate dehydrogenase (LDH)、心毒性の指標として Creatinine   
kinase (CK) を測定した。 
 Table 6 に示すように、DOX 単独投与群では AST、LDH および CK の有意な上
昇が観察された。一方、DOX/FA-M--CyD 複合体投与群では、LDH の上昇はみられ
たが、いずれのパラメータにおいても DOX 単独投与群と比較して低値を示した。 
これらの結果より、FA-M--CyD は in vivo において DOX の副作用を軽減するこ
とが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Table 6.  Blood Chemistry Data after Single Intravenous Injection of the DOX Alone 
and DOX/FA-M--CyD Complex in BALB/c Mice Bearing Colon-26 Cells (FR- (+)) 
DOX (5 mg/kg) with or without FA-M--CyD (15 mg/kg) was administered by the single intravenous injection to 
Colon-26 cells-bearing mice.  a) Creatinine, b) Blood urea nitrogen, c) Asparate aminotransferase, d) Alanine 
aminotransferase, e) Lactate dehydrogenase,  f) Creatinine kinase.  Each value represents the mean ± S.E. of 3-6 
mice.  * p < 0.05, compared with control (5% mannitol solution).  
System CRE 
a)
(mg/dL)
BUN b) 
(mg/dL)
AST c) 
(U/L)
ALT d)
(U/L)
LDH e) 
(U/L)
CK f)
(IU/L)
Control 0.1 ± 0.0 18.5 ± 2.2 51.6 ± 4.8 17.4 ± 1.3 488 ± 25.0 236.2 ± 231.5
DOX 0.1 ± 0.0 21.1 ± 0.8 155.8 ± 20.7 63.0 ± 29.0 1584 ±138.3 1354.8  ± 332.3
DOX/FA-M--CyD
complex 0.1 ± 0.0 18.3 ± 3.2 133.3 ± 28.9 26.3 ± 1.2 1219 ± 152.5 669.3  ± 231.5
*
*
* *
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第 13 節 考察 
 本章では、FA-M--CyD を新規に調製し、その腫瘍選択的抗がん剤キャリアとして
の有用性を in vitro および in vivo にて評価した。 
 FR には、FR-、-、- の 3 つのアイソフォームが同定されている。なかでも FR- 
は、正常細胞と比較して様々な上皮がん細胞選択的に過剰発現しており、その発現量
は、腫瘍の悪性度と相関することが知られている。74, 75) また、FR- は FA の -カ
ルボキシ基を認識し、CLIC/GEEC エンドサイトーシスにより FA を細胞内に取り込
むことが知られている。76)  本研究において、FA-M--CyD は FA の -カルボキシ
基と NH2-M--CyD のアミノ基との脱水縮合反応を利用して調製しており、FR- の
認識に必要な FA の -カルボキシ基は構造中に保持されているものと考えられる。
実際、Guaragna らは、FA の -カルボキシ基と抗がん剤であるクロラムブシルとの結
合体が FR 高発現細胞選択的に認識されることを報告している。77) また、Fig. 25 の
結果から、FA-M--CyD は KB 細胞 (FR- (+)) において効率良く取り込まれること、
さらに、FR 競合阻害剤の  FA 添加により取り込みが抑制されたことから、
FA-M--CyD は本実験条件下、FR- を介した CLIC/GEEC エンドサイトーシス経路
により細胞内に取り込まれたものと考えられる。 
次に、生体内投与時の局所刺激性を予測するため、生体膜モデルとして赤血球を用
いて溶血活性を検討した。FA-M--CyD は、-CyD や M--CyD と比較して著しく低
い溶血活性を示した。(Fig. 16)  さらに、FA-M--CyD の溶血開始濃度 (8 mM) は、
注射剤として臨床応用されているヒドロキシプロピル--CyD (HP--CyD) の溶血開
始濃度 (4 mM) 78) よりも高値を示したことから、FA-M--CyD は局所刺激性が低く、
静脈内投与可能な製剤素材として応用が期待される。溶血活性が比較的高い 
M--CyD と比較して FA-M--CyD の溶血活性が著しく低かった理由として、FA の
立体障害により、CyD と赤血球の形質膜との相互作用が低下したこと、また、FA 修
飾により FA-M--CyD の界面活性作用が低下したこと、(Fig. 15) などが考えられる。 
一般に、薬物/CyD 包接複合体を生体内に投与すると、生体成分との競合包接によ
り薬物は CyD から速やかに解離するため、CyD の薬物包接能を利用して抗がん剤キ
ャリアを構築する場合、薬物と CyD との安定度定数 (Kc) が 104 ~ 105 M-1 以上とい
う極めて強い相互作用が必要とされる。72) 本実験条件下、M--CyD と DOX との安
定度定数 (モル比 1 : 1) は 3.1 x 105 M-1 であり、Bakkour らが報告した -CyD と 
DOX との安定度定数 (Kc = 1.8 x 102 M-1) 79) よりも約 1000 倍高い値を示した。
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(Table 5) M--CyD がこのように高い安定度定数を示したのは、メチル基の導入によ
り CyD の疎水性空洞が広がり、DOX とより安定な複合体を形成したためと考えら
れる。一方、FA-M--CyD と DOX との安定度定数 (モル比 1 : 1) も、3.0 x 105 M-1 と
高値を示し、M--CyD の系と同程度であった。(Table 5) これは、FA-M--CyD の 
DOX 包接能が FA 修飾による影響を受けないことを示唆している。実際、FA は 
M--CyD の 1 級水酸基側に導入されていること、また、CyD の 2 級水酸基側から 
DOX が包接されるという小田らの報告からも支持される。80) これらの結果より、
FA-M--CyD は DOX と極めて安定な包接複合体 (Kc = 3.0 x 105 M-1) を形成可能で
あり、静脈内に投与後、DOX の血中動態を制御できるものと推察された。 
次に、DOX/FA-M--CyD 複合体の  in vitro 抗腫瘍活性を検討した結果、
FA-M--CyD は KB 細胞 (FR- (+)) において DOX の抗腫瘍活性を増強したが、
A549 細胞 (FR- (-)) では増強しなかった。(Figs. 18, 19) 一方、KB 細胞 (FR- (+)) 
における DOX/M--CyD 複合体の抗腫瘍活性増強作用は認められなかった。これら
の結果から FA-M--CyD は、FR- 高発現細胞選択的に DOX の抗腫瘍活性を増強
することが強く示唆された。また、Gabizon らは KB 細胞 (FR- (+)) において、FA 修
飾 DOX 内封リポソームが FA 未修飾のリポソームと比較して、DOX の細胞内取り
込み量を約 10 倍上昇させることを報告しており、81) FA 修飾により FA-M--CyD 
の細胞内取り込み量が増大したという結果と符合した。(Fig. 25) FA-M--CyD が 
DOX の抗腫瘍活性を増強した理由として、1) FA-M--CyD が細胞膜上のリピッドラ
フトからコレステロールを漏出させることで膜透過性を亢進し、DOX の受動輸送を
促進した、2) DOX の受動輸送に加えて、FA-M--CyD が DOX と複合体を形成する
ことにより、CLIC/GEEC エンドサイトーシス経路を介した細胞内取り込み量が増大
したことなどが考えられる。しかしながら、FA-M--CyD による DOX の抗腫瘍活性
増強作用は FA 添加により有意に低下したこと、また、FA-M--CyD の前処理および
後処理が  DOX の抗腫瘍活性に影響を与えなかったことから、 (Figs. 23, 24)  
FA-M--CyD による抗腫瘍活性増強は、細胞形質膜との相互作用による DOX の細胞
膜透過性の亢進というよりも、FR- を介した複合体の細胞内取り込みの増大の寄与
が大きいものと考えられる。一方、FA-M--CyD は KB 細胞 (FR- (+)) において 
PTX の抗腫瘍活性も上昇させたが、5-FU の抗腫瘍活性には影響を与えなかった。こ
れは疎水性薬物である DOX および PTX が、FA-M--CyD と安定な複合体を形成し
たのに対し、親水性薬物である 5-FU は FA-M--CyD と複合体を形成し難かったた
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めと考えられる。このことは、M--CyD が DOX およびドセタキセルの抗腫瘍活性
は増強するが、5-FU の抗腫瘍活性には影響を与えないという Grosse らの報告から
も支持される。82) これらのことより、FA-M--CyD の抗腫瘍活性増強作用は、抗が
ん剤/FA-M--CyD 複合体が CLIC/GEEC エンドサイトーシスを介して FR- 高発現
がん細胞選択的に取り込まれることに強く起因するものと考えられる。 
DOX は、トポイソメラーゼ II を阻害することにより、アポトーシスを誘導する
ことが知られている。83) Fig. 29 による検討から、FA-M--CyD は DOX のアポトー
シス誘導を促進することが示唆された。これは、FA-M--CyD により DOX の細胞内
取り込みが亢進するという結果とよく符合した。(Fig. 25) DOX が抗腫瘍効果を発揮
するためには、がん細胞内に取り込まれた後、キャリアから解離する必要がある。当
研究室では、DOX と FA 7 分岐修飾 -CyD との複合体の安定度定数が、pH 7.3 条
件下では 106 M-1 であるが、エンドソーム内の低 pH 環境下 (pH 6.5~ pH 7.0) では、
安定度定数が 104 M-1 程度まで低下することを明らかにしている。84) このことから 
DOX/FA-M--CyD 複合体は、FR- を介して CLIC/GEEC エンドサイトーシス後、
エンドソーム内の低 pH で積極的に DOX を解離した可能性が考えられる。 
Colon-26 細 胞  (FR- (+)) を 皮 下 に 同 種 移 植 し た 担 が ん マ ウ ス に 
DOX/FA-M--CyD 複合体を静脈内に単回投与したところ、DOX 単独および 
DOX/M--CyD 複合体系と比較して、腫瘍の成長を著しく抑制し、マウスの生存率を
有意に改善することが明らかとなった。(Fig. 31) これは、FA-M--CyD が DOX と
高い安定度定数 (Kc = 3.0 x 105 M-1) を有するために、血中でも安定な複合体を形成し、
DOX/FA-M--CyD 複合体が FR- を介してがん細胞に取り込まれたためと推察され
る。近年、トポイソメラーゼ II をコードする Top2b を心筋細胞特異的に欠損させ
ると、DOX 誘導性の DNA 二本鎖切断とミトコンドリア生合成の異常や活性酸素 
(ROS) 産生が低下し、進行性の心不全発症が抑制されることから、DOX が誘発する
心毒性は心筋細胞のトポイソメラーゼ II を介することが報告された。85) DOX は、
投与量が 550 mg/m2 に達すると 7 ~ 26% の症例で心不全を発症することが知られて
おり、DOX の心臓移行量を減少させることは極めて重要である。今回、担がんマウ
スにおいて FA-M--CyD は DOX 単独処理により誘発される CK の上昇を有意に
抑制したことから、(Table 6) DOX の心臓移行量を抑制し、心毒性の発症リスクを低
減できるものと考えられる。今後、DOX の体内動態や心毒性などの副作用について
詳細に解析する必要がある。   
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第 14 節 小括 
 
 本章では、FA-M--CyD を新規に調製し、腫瘍細胞選択的な新規抗がん剤キャリア
としての有用性評価を行った。以下に本章で得られた知見を要約する。 
 
1) NH2-M--CyD とFA との脱水縮合反応により、FA-M--CyD を調製した。1H-NMR 
および FAB MS スペクトルにより、FA-M--CyD は M--CyD と FA がモル比 
1 : 1 で結合していることを確認した。 
 
2) FA-M--CyD の表面張力は濃度の上昇に伴い低下したが、M--CyD と比較して高
い値を示した。 
 
3) リン酸緩衝液中において FA-M--CyD は DOX と極めて安定な複合体を形成し、
その安定度定数は、3.0 x 105 M-1 という著しく高い値を示した。 
 
4) FA-M--CyD は、KB 細胞 (FR- (+)) において DOX および PTX の抗腫瘍活性
を増強したが、5-FU の抗腫瘍活性には影響を与えなかった。 
 
5) DOX/FA-M--CyD 複合体は、FR- を介して DOX の細胞内取り込み量を上昇さ
せることで、FR- 高発現細胞選択的に DOX の抗腫瘍活性を増強することが示
唆された。 
 
6) KB 細胞 (FR- (+)) への FA-M--CyD の前処理および後処理は、DOX の抗腫瘍
活性に影響を与えなかったことから、DOX の抗腫瘍活性増強作用には、両者の複
合体形成の重要性が示唆された。 
 
7) KB 細胞 (FR- (+)) において FA-M--CyD は、DOX によるカスパーゼ-3/7 の活
性化を促進することが示唆された。 
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8) Colon-26 細胞  (FR- (+)) を皮下に同種移植した担がんマウスにおいて、
DOX/FA-M--CyD 複 合 体 は 、 静 脈 内 投 与 に お い て  DOX 単 独 お よ び 
DOX/M--CyD 複合体よりも優れた抗腫瘍活性を示した。 
 
9) FA-M--CyD は同担がんマウスにおいて、DOX の副作用を軽減することが示唆
された。 
 
以上の知見より、FA-M--CyD は、in vitro および in vivo において FR- 高発現細
胞選択的抗がん剤キャリアとして優れた性質を有することが示唆された。 
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第 2 章 メチル--シクロデキストリン (M--CyD) の抗腫瘍活性およびその誘導 
機構の解明 
第 1 節 序 
 CyD は難水溶性薬物の可溶化や安定化、バイオアベイラビリティの改善に広く応
用されている。一方、近年では、CyD を製剤素材として利用する以外にも、CyD 自
身が薬物として効果を発揮することが報告されている。例えば、-CyD の全ての一級
水酸基をカルボキシチオエーテル化した Sugammadex は、アミノステロイド性筋弛
緩薬であるロクロニウムやベクロニウムと極めて強固な包接複合体を形成し、(Kc = 
107 M-1) それら薬物の筋弛緩作用を抑制する筋弛緩回復剤として市販されている。86) 
また、HP--CyD は難治性小児脂質蓄積病であるニーマンピックタイプ C 病に対して、
神経症状の悪化を抑制することから、医師主導の臨床試験が行われている。最近、木
村らは、HP--CyD が白血病細胞移植マウスの生存率を著しく上昇させることを見出
し、抗がん剤としての HP--CyD の有用性を示唆している。87) また、当研究室では
ジメチルアセチル--CyD (DMA7--CyD) は、リポポリサッカライド (LPS) アンタゴ
ニストとして機能し、LPS 誘導のエンドトキシンショックを抑制することを報告した。
88) このように、CyDs は製剤素材に留まらず、自身が医薬品候補になり得る知見が蓄
積されている。 
前章における検討より、FA-M--CyD は FR- 高発現がん細胞選択的な抗がん剤キ
ャリアとして有用であることを明らかにした。しかし、FR- 高発現がん細胞に対す
る FA-M--CyD 自体の抗腫瘍活性については不明である。一方、緒言でも述べたが、
Grosse らは M--CyD を腹腔内に投与した場合、担がんマウスの腫瘍成長が抑制され
ることを報告した。49) そこで本章および第 3 章では、それぞれ M--CyD および 
FA-M--CyD 自体の FR- 高発現がん細胞に対する抗腫瘍活性およびその誘導機構
について検討した。本章ではまず、M--CyD の in vivo 抗腫瘍活性を検討するため、
Colon-26 細胞 (FR- (+)) を皮下に同種移植した担がんマウスを作成し、腫瘍体積、
体重変化、生存率を測定した。また、安全性の観点から、M--CyD を担がんマウス
尾静脈内に投与後の血液生化学的パラメータを測定した。次に、M--CyD の抗腫瘍
活性誘導機構の解明を企図して、KB 細胞 (FR- (+))、ヒトメラノーマ細胞由来 Ihara 
細胞 (FR- (+))、M213 細胞 (FR- (+)) に対する M--CyD の in vitro 抗腫瘍活性、
M--CyD の細胞会合および細胞内取り込みについて検討した。加えて、細胞死、特
にアポトーシス誘導能を検討するため、DNA 含量、ミトコンドリア膜電位、カスパ
ーゼ-3/7 活性に及ぼす M--CyD の影響について検討した。  
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第 2 節 M--CyD の in vivo 抗腫瘍活性 
 
 本節では、Colon-26 細胞  (FR- (+)) を皮下に同種移植した担がんマウスに 
M--CyD 溶液を腫瘍内および尾静脈内に単回投与後の腫瘍体積、体重変化および生
存率について検討した。 
 Fig. 32A は、腫瘍内投与後の腫瘍体積変化を示す。コントロール群と比較して、DOX 
および M--CyD 投与群いずれにおいても有意に腫瘍の成長が抑制された。また、Fig. 
32B はマウスの体重変化を示す。コントロール群の体重は、腫瘍体積の増大に伴い顕
著に増大した。また、M--CyD 投与群では、腫瘍体積の有意な減少により体重増加
は緩やかであった。一方、DOX 投与群では、同程度の抗腫瘍活性を示した M--CyD 
投与群と比較して体重増加が有意に低下したことから、DOX の副作用発現が推察さ
れた。 
 Fig. 33A は、尾静脈内に単回投与後の腫瘍体積変化を示す。コントロール、DOX お
よび M--CyD いずれの投与群においても腫瘍成長の有意な抑制は見られなかった。
また、コントロール、DOX および M--CyD いずれの投与群においても腫瘍体積の
増加に伴い、体重の顕著な増加が認められた。(Fig. 33B) さらに、Fig. 33C に示すよ
うにコントロール、DOX および M--CyD 投与群では、70 日目までに全例死亡した。 
 これらの結果より、M--CyD は腫瘍内投与では優れた抗腫瘍活性を示したものの、
静脈内投与では十分な抗腫瘍効果を示さないことが示唆された。 
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Fig. 32.  Effects of Single Intratumoral Injection of M--CyD on Tumor Volume (A)  
and Body Weight (B) in BALB/c Mice Bearing Colon-26 Cells (FR- (+)) 
DOX or M--CyD (30 mg/kg) was adminstered by the single intratumoral injection to Colon-26 cells-bearing mice. 
Each point represents the mean ± S.E. of 3-14 experiments.  *p < 0.05, compared with control (5% mannitol 
solution).  
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Fig. 33.  Effects of Single Intravenous Injection of M--CyD on Tumor  
Volume (A), Body Weight (B) and Survival Rate (C) in BALB/c Mice  
Bearing Colon-26 Cells (FR- (+)) 
DOX or M--CyD (5 mg/kg) was adminstered by the single intravenous injection to Colon-26 
cells-bearing mice.  Each point represents the mean ± S.E. of 5 experiments.  Each line represents the 
survival of 5-7 experiments.   
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第 3 節 M--CyD 投与後の血液生化学的パラメータ 
 
 抗がん剤の臨床応用を考えた場合、in vivo における安全性を明らかにすることは重
要である。そこで本節では、M--CyD の in vivo における安全性を検討するために、
DOX および M--CyD を担がんマウスの尾静脈内に単回投与 24 時間後の血液生化
学的パラメータを測定した。 
 Table 7 に示すように、DOX 投与群ではコントロールと比較していずれのパラメー
タも上昇する傾向を示した。さらに、M--CyD 投与群では、コントロールと比較し
て BUN、AST および LDH において顕著な上昇が確認された。 
これらの結果より、本実験条件下、M--CyD を静脈内投与した場合、血液または
組織に障害性を惹起させることが示唆された。 
 
 
Table 7.  Blood Chemistry Data after Single Intravenous Injection of DOX and  
M--CyD in BALB/c Mice Bearing Colon-26 Cells (FR- (+)) 
 
   
DOX or M--CyD (5 mg/kg) was adminstered by the single intravenous injection to Colon-26 cells-bearing mice.  
a) Creatinine, b) Blood urea nitrogen, c) Asparate aminotransferase, d) Alanine aminotransferase, e) Lactate 
dehydrogenase.  Each value represents the mean ± S.E. of 3-10 mice.  *p < 0.05, compared with control (5% 
mannitol solution).  
System CRE 
a)
(mg/dL)
BUN b) 
(mg/dL)
AST c) 
(U/L)
ALT d)
(U/L)
LDH e) 
(U/L)
Control 0.1 ± 0.0 18.5 ± 2.2 51.6 ± 4.8 17.4 ± 1.3 488 ± 25.0
DOX 0.1 ± 0.0 21.1 ± 0.8 155.8 ± 20.7 63.0 ± 29.0 1584 ±138.3
M--CyD 0.1 ± 0.0 26.2 ± 1.7 189.6 ± 36.1 28.0 ± 6.1 1562 ± 203.8* **
**
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第 4 節 M--CyD の in vitro 抗腫瘍活性 
 
次に、M--CyD の in vivo 抗腫瘍活性誘導機構の解明を企図して、本節では、KB 細
胞 (FR- (+))、Ihara 細胞 (FR- (+))、M213 細胞 (FR- (+)) を用いて、M--CyD の  
in vitro 抗腫瘍活性を WST-1 法により検討した。なお、Ihara 細胞および M213 細
胞における FR- の発現は RT-PCR 法により確認した。(Fig. 34) 
Fig. 35 は、M--CyD (20 mM) を 2 時間処理後の抗腫瘍活性を示す。いずれの細胞
においても、M--CyD は有意に高い抗腫瘍活性を示した。これらの結果より、M--CyD 
は、各種がん細胞において優れた抗腫瘍活性を有することが示唆された。 
  
 
  
Fig. 35.  Antitumor Activity of M--CyD in KB Cells (FR- (+)) (A), Ihara Cells (FR- 
(+)) (B) and M213 Cells (FR- (+)) (C) after Treatment for 2 h 
KB cells, Ihara cells and M213 cells were washed with medium, and then incubated for 2 h with 300 L of medium 
containing M--CyD at 37ºC.  After washing twice with PBS to remove M--CyD, 300 L of fresh HBSS and 30 
L of WST-1 reagent were added to plates and incubated for 30 min at 37ºC.  The absorbance at 450 nm against a 
reference wavelength of 655 nm was measured.  Each value represents the mean ± S.E. of 3 experiments.  *p < 
0.05, compared with control.  
Fig. 34.  FR- mRNA Expression in Ihara Cells  
and M213 Cells 
FR- mRNA in Ihara cells and M213 cells was detected by 
RT-PCR.  The cycle number was 30. 
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第 5 節 M--CyD の細胞会合および細胞内取り込み 
 
一般に、CyD は親水性かつ分子量が約 1000 と大きいことから細胞内に取り込ま
れにくいものと考えられている。78) しかし Plazzo らは、FITC 修飾した M--CyD が
その量は不明であるが細胞内に取り込まれることを報告している。89) そこで本項で
は、蛍光物質である TRITC をラベル化した TRITC-M--CyD を調製して、各種がん
細胞との細胞会合をフローサイトメトリーにより検討した。また、TRITC-M--CyD の
細胞内分布を蛍光顕微鏡にて観察した。 
Fig. 36 に示すように、いずれの細胞においても TRITC-M--CyD 処理によるヒス
トグラムのピークのシフトはわずかであったことから、細胞内にほとんど取り込まれ
ないことが示唆された。また、Fig. 37 に示すように、TRITC-M--CyD は添加 1 時
間後において TRITC 由来の蛍光が観察されなかったことから、M--CyD は細胞内
に取り込まれにくいことが示唆された。 
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Fig. 36.  Cellular Association of TRITC-M--CyD in KB Cells (FR- (+)) (A), Ihara  
Cells (FR- (+)) (B) and M213 Cells (FR- (+)) (C) after Treatment for 1 h 
The fluorescence intensity of TRITC in cells was determined 1 h after incubation at 37ºC by a flow cytometer.  
The concentration of TRITC-M--CyD was 10 M.  The experiments were performed independently three 
times, and representative data are shown. 
Fig. 37.  Intracellular Distribution of TRITC-M--CyD in KB Cells (FR- (+)) after 
Treatment for 1 h 
KB cells were treated with TRITC-M--CyDs (10 M) for 1 h.  After washed twice with culture medium 
(FA-free), cells were scanned with a fluorescence microscope.  The experiments were performed 
independently three times, and representative images are shown. 
(A) KB cells (B) Ihara cells
: Control
(C) M213 cells
: TRITC-M--CyD
: Control
: TRITC-M--CyD
: Control
: TRITC-M--CyD
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第 6 節 DNA 含量およびミトコンドリア膜電位変化に及ぼす M--CyD の影響 
 
一般に、細胞死はアポトーシス、ネクローシス、オートファジーの 3 種に分類さ
れ、細胞の多くは、さまざまなストレスを加えることによりアポトーシスが誘導され
る。90) アポトーシスは、細胞の形態学的変化と生化学的変化によって定義されてお
り、エンドヌクレアーゼが作用して、DNA がヌクレオソーム単位まで切断されるこ
とが知られている。91)  また、アポトーシスシグナルは、ミトコンドリア依存的な経
路と非依存的な経路に大別される。特に、ミトコンドリア依存的経路では、ミトコン
ドリア膜電位の低下やシトクロム c などのミトコンドリアタンパク質の細胞質内へ
の放出が観察される。92)  
そこで本項では、KB 細胞を用いて DNA 含量およびミトコンドリア膜電位変化に
及ぼす M--CyD の影響について検討した。DNA 含量は、ヨウ化プロピジウム (PI) 
で染色後、フローサイトメトリーにて解析した。PI は、膜構造が保たれている場合
には細胞膜を通過できないが、エタノール処理等で膜透過性を上昇させると細胞内に
入り、DNA の二重らせんにインターカレートして蛍光を発するため、蛍光強度から 
DNA 含量をフローサイトメトリーで捉えることができる。また、アポトーシスが誘
導され DNA が断片化した細胞をエタノール処理などで膜透過性を上昇させると、断
片化された DNA は細胞から漏出するため、DNA 含量が低下した細胞をアポトーシ
ス細胞と見なすことができる。また、ミトコンドリア膜電位の変化は、ローダミン 123 
にてミトコンドリア膜を染色し、フローサイトメトリーにて解析した。ローダミン 
123 は、電位差に応じてミトコンドリアに取り込まれるため、取り込み量を測定する
ことによって膜電位を間接的に測定することができる。 
Fig. 38 に示すように、KB 細胞において M--CyD (20 mM) を 2 時間適用すると
DNA 含量およびミトコンドリア膜電位の有意な低下が認められた。これらの結果よ
り、M--CyD は KB 細胞にアポトーシスを誘導することが示唆された。 
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Fig. 38.  Effect of M--CyD on DNA Content (A) and Mitochondrial Transmembrane 
Potential (B) in KB Cells (FR- (+)) for 2 h  
KB cells were treated with M--CyD (20 mM) for 2 h.  (A) Cells were treated with PI, then the percentage of cells 
showing DNA degradation was analysed by a flow cytometry.  (B) Cells were stained with rhodamine 123, and 
mitochondrial transmembrane potential was analysed by a flow cytometry.  Each value represents the mean ± S.E. 
of 3-4 experiments.  *p < 0.05, compared with control. 
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第 7 節 カスパーゼ-3/7 の活性化に及ぼす M--CyD の影響 
 
 前項では、M--CyD によるミトコンドリア膜電位変化について検討した。一般に、
ミトコンドリア膜電位の低下により放出されたシトクロム c は、種々の基質を限定
分解し、アポトーシス実行因子であるカスパーゼファミリーの活性化を誘導すること
が知られている。そこで本項では、カスパーゼファミリーのなかでも、アポトーシス
実行に中心的な役割を果たしているカスパーゼ-3/7 活性に及ぼす M--CyD の影響
を検討した。なお、カスパーゼ-3/7 の活性は、それにより切断されることで生じるア
ミノルシフェリンの蛍光を指標に蛍光顕微鏡にて観察した。 
 Fig. 39 に示すように、M--CyD 添加によりカスパーゼ-3/7 活性に由来する蛍光強
度の増加が観察された。これらの結果より、M--CyD は KB 細胞に対してアポトー
シスを誘導することが示唆された。 
   
Fig. 39.  Effects of M--CyD on Caspase-3/7 Activity in KB Cells 
(FR- (+)) after Treatment for 2 h 
KB cells were treated with M--CyD (20 mM) for 2 h, and then the cells were treated 
with caspase-3/7 detection kit.  After washed twice with culture medium (FA-free), cells 
were scanned with a fluorescence microscope. The experiments were performed 
independently three times, and representative images are shown. 
Control Caspase-3/7 Merge
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第 8 節 コレステロール漏出に及ぼす M--CyD の影響 
  
第 6 節および第 7 節における検討より、M--CyD は KB 細胞においてアポトー
シスを誘導することが示唆された。また、当研究室では DM--CyD が NR8383 細胞
において細胞形質膜上のリピッドラフトからコレステロールを遊離させることでア
ポトーシスを誘導することを報告している。48) そこで本項では、M--CyD と細胞形
質膜上のリピッドラフトとの相互作用を調べるため、KB 細胞における細胞形質膜か
ら培養上清中へのコレステロール漏出に及ぼす M--CyD の影響を検討した。実験は、
KB 細胞を M--CyD (20 mM) 含有無血清培地で 1 時間処理し、上清中のコレステロ
ールをコレステロールオキシダーゼ・DAOS 法 (コレステロール E テストワコー®) 
を用いて定量した。Fig. 40 に示すように M--CyD は、KB 細胞においてコレステロ
ールを強く漏出させた。これらの結果より、M--CyD によるアポトーシス誘導に、
細胞形質膜との相互作用の関与が示唆された。 
 
   
Fig. 40.  Effects of M--CyD on Efflux of Cholesterol from KB Cells (FR- (+)) 
KB cells were incubated with M--CyD (20 mM) for 1 h.  The concentration of cholesterol in culture 
medium was determined by Cholesterol E-test Wako®.  Each value represents the mean ± S.E. of 4-5 
experiments.  *p < 0.05, compared with control.   
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第 9 節 M--CyD の抗腫瘍活性に及ぼすコレステロール添加の影響 
 
 前節での検討より、M--CyD は KB 細胞上の細胞形質膜からのコレステロールを
漏出させることが示唆された。そこで本節では、M--CyD のアポトーシス誘導にお
けるコレステロール漏出の関与を調べるために、外来のコレステロールを予め添加し
た cholesterol-loading M--CyD を調製し、その抗腫瘍活性を検討した。Fig. 41 に示
すように、外来のコレステロール添加により M--CyD の抗腫瘍活性は有意に抑制さ
れた。このことから、M--CyD によるアポトーシス誘導には細胞形質膜からのコレ
ステロール漏出の寄与が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Fig. 41.  Effect of Cholesterol on Antitumor Activity of M--CyD in KB Cells 
(FR- (+)) after Treatment for 2 h  
The concentrations of M--CyD and cholesterol were 20 mM and 100 mg/mL, respectively.  Each value 
represents the mean ± S.E. of 6-9 experiments.  *p < 0.05, compared with control.  †p < 0.05, 
compared with M--CyD without cholesterol. 
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第 10 節 考察 
 
 本章では、FA 非修飾体である M--CyD による抗腫瘍活性および細胞死誘導機構
について検討した。 
まず、M--CyD の in vivo 抗腫瘍活性を調べるため、Colon-26 細胞 (FR- (+)) を
皮下に同種移植した担がんマウスに M--CyD を腫瘍内単回投与したところ、DOX 
と同等の優れた抗腫瘍活性を示した。(Fig. 32A) また、DOX 投与群では副作用の指
標である体重減少が観察されたのに対し、M--CyD 投与群では体重減少は見られな
かったことから、M--CyD の腫瘍内投与による副作用は少ないものと考えられる。
(Fig. 32B) 今後、M--CyD の腫瘍内投与により誘導された細胞死がアポトーシスであ
るか否かを、TUNEL 法や組織学的手法により明らかにする必要がある。一方、
M--CyD の静脈内単回投与では腫瘍成長の有意な抑制は見られなかった。(Fig. 33A) 
一般に、CyD の血中半減期は数十分であることから、93) M--CyD は静脈内投与後
すみやかに排泄され、十分に腫瘍組織へ到達できなかったものと考えられる。また、
M--CyD を静脈内投与後の血液生化学的パタメータを測定したところ、BUN、AST 
および LDH の有意な上昇が確認されたことから、腫瘍組織以外にも腎臓、肝臓を含
む全身の諸臓器に M--CyD が分布し、毒性を惹起した可能性が考えられる。(Table 7) 
これらの結果より、全身投与系において M--CyD の抗腫瘍活性を発揮させるために
は、腫瘍細胞選択的なリガンド修飾などを行う必要があることが強く示唆される。 
次に、M--CyD の抗腫瘍活性の機構解明を企図して、まず FR- 高発現細胞であ
る KB 細胞、Ihara 細胞および M213 細胞に対する抗腫瘍活性を評価したところ、
M--CyD はいずれの細胞においても顕著な抗腫瘍活性を示した。(Fig. 35) 一方、後
述の第 3 章第 2 節の結果より、M--CyD は FR- 低発現細胞である A549 細胞に
対しても濃度依存的な抗腫瘍活性を示すことが明らかとなった。(Fig. 42) これらの
結果より、M--CyD の抗腫瘍活性に細胞選択性はほとんどないものと考えられる。 
一般に、CyD は高水溶性かつ高分子量のため、細胞膜透過性が低く、細胞内に取
り込まれにくいことが知られている。78) ところが、近年 Plazzo らは FITC 修飾 
M--CyD がクラスリン依存性エンドサイトーシス経路を介してヒト子宮頸がん由来 
HeLa 細胞内に取り込まれるという、従来の概念とは相反する報告をしている。89) そ
こで、TRITC-M--CyD を用いて細胞内取り込みを検討したところ、本実験条件下、
KB 細胞、Ihara 細胞および M213 細胞のいずれにもほとんど取り込まれないことが
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示唆された。(Fig. 36) 今回得られた結果が Plazzo らの結果と異なる理由は明らかで
はないが、用いた細胞種など実験条件の違いに起因するものと推察される。これらの
結果より、M--CyD が細胞内に取り込まれることにより、抗腫瘍活性を引き起こす可
能性は低いものと推定される。 
当研究室ではこれまで、DM--CyD が NR8383 細胞において、リピッドラフトか
らコレステロールを引き抜くことで PI3K-Akt 経路を抑制し、アポトーシスを誘導す
ることを報告している。48) また、長尾らは M--CyD がマウスマクロファージ由来 
J774.1 細胞や肝臓マクロファージ由来 KC13-2 細胞において、リピッドラフトと相
互作用することで膜構造を乱し、LPS のレセプター認識能を低下させ、炎症反応を抑
制することを報告している。94) さらに、Kiss らは M--CyDs がヒト結腸がん細胞由
来 Caco-2 細胞において、細胞膜上のリピッドラフトからコレステロールを漏出する
ことでアポトーシスを誘導することを報告している。95)  実際、M--CyD は KB 細
胞の細胞形質膜上のリピッドラフトから培養上清中へコレステロールを強力に漏出
させることが示唆された。(Fig. 40) 加えて、コレステロール含有培地における 
M--CyD の抗腫瘍活性は著しく低下することが示唆された。これらの結果より、
M--CyD は細胞内には取り込まれずに細胞形質膜上のリピッドラフトからコレステ
ロールを漏出させることにより、優れた抗腫瘍活性を誘導することが示唆された。 
 次に、アポトーシス誘導の指標である DNA 含量およびミトコンドリア膜電位を測
定した。その結果、M--CyD 処理により DNA 含量およびミトコンドリア膜電位の
有意な低下が確認された。(Fig. 38) アポトーシス誘導におけるミトコンドリア膜電位
の低下は、Ca2+ 濃度依存的にミトコンドリア膜浸透性を変化させる PT (permeability 
transition) により誘導されるものと考えられている。96) PT の正確な分子機構は不明
であるが、PT に関わる pore (PTP) の構成成分として、ミトコンドリア外膜の VDAC 
(voltage-dependent anion channel)、内膜の ANT (adenine nucleotide translocator)、マトリ
ックスのシクロフェリン D のほか、種々のキナーゼが挙げられ、それらで構成され
る multi protein channel がその実態ではないかと推察されている。97) 通常、VDAC は、
pore の開閉を調節してミトコンドリアと細胞質間の ATP や呼吸基質などの物質輸
送を行っているが、アポトーシス誘導性の Bcl-2 ファミリー分子 Bax が VDAC に
結合すると VDAC はより大きな pore を形成し、シトクロム c を放出する。98, 99)  
一方、Bcl-xL は VDAC のチャネル活性を抑制することによってシトクロム c の放
出を制御している。100) また、Bad によるアポトーシス誘導機構は、ミトコンドリア
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膜上において、リン酸化が抑制された Bad が Bcl-xL に結合し、アポトーシス抑制
活性の阻害に起因することが知られている。これらの知見は、M--CyD 処理による
ミトコンドリア膜電位の低下は、M--CyD による Bad のリン酸化を抑制し、Bad が 
Bcl-xL に結合した可能性を想起させる。また、ミトコンドリアから放出されたシト
クロム c は、Apaf-1、ATP およびプロカスパーゼ-9 と結合することでカスパーゼ-9 
を活性化し、活性化されたカスパーゼ-9 によりカスパーゼ-3 が活性化されることが
知られている。101) 実際、本検討でも、KB 細胞において M--CyD はカスパーゼ-3/7 
の活性化を誘導することが確認された。(Fig. 39) これらの結果は、M--CyD による
抗腫瘍活性がミトコンドリア依存的アポトーシスであることを強く示唆している。し
かしながら、細胞に取り込まれない M--CyD によるミトコンドリア依存的アポトー
シスのメカニズムは明らかではない。今後、M--CyD 処理後のアポトーシスシグナ
ルについて検討する必要があるが、特に M--CyD の抗腫瘍活性は細胞形質膜上のリ
ピッドラフトからのコレステロール漏出効果に起因するものと考えられるため、その
直下に存在する PI3K-Akt 経路について詳細に検討する必要がある。 
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第 11 節 小括 
 
 本章では、FA 非修飾体である M--CyD の抗腫瘍活性および細胞死誘導機構につ
いて検討した。以下に得られた知見を要約する。 
 
1) Colon-26 細胞を皮下に同種移植した担がんマウスにおいて、M--CyD 自体は腫瘍
内単回投与では優れた抗腫瘍活性を示したが、静脈内単回投与では十分な効果を
示さなかった。また、M--CyD を静脈内に単回投与した場合、血液または組織に
障害性を惹起させることが示唆された。 
 
2) M--CyD は、KB 細胞 (FR- (+))、Ihara 細胞 (FR- (+)) および M213 細胞 
(FR- (+)) において優れた抗腫瘍活性を示した。 
 
3) KB 細胞 (FR- (+))、Ihara 細胞 (FR- (+)) および M213 細胞 (FR- (+)) におい
て、M--CyD はほとんど細胞内に取り込まれないことが示唆された。 
 
4) KB 細胞において、M--CyD 処理により DNA 含量およびミトコンドリア膜電位
の低下、カスパーゼ-3/7 の活性化が観察されたことから、M--CyD はミトコンド
リア依存的アポトーシスを誘導することが示唆された。 
 
5) KB 細胞において、M--CyD は細胞形質膜からコレステロールを著しく漏出させ
た。 
 
6) KB 細胞における M--CyD の抗腫瘍活性は、外来のコレステロールの添加によ
り有意に抑制された。 
 
以上の知見より、M--CyD は腫瘍内単回投与では優れた抗腫瘍活性を示したもの
の、静脈内単回投与では十分な効果が得られなかったことから、全身投与で M--CyD 
の抗腫瘍活性を発揮させるためには、リガンド修飾による腫瘍選択性の付与が重要で
あることが強く示唆された。また、M--CyD により誘導される抗腫瘍活性は、ミト
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コンドリア依存的アポトーシスであり、その抗腫瘍活性誘導に M--CyD による細胞
形質膜のリピッドラフトからのコレステロール漏出作用の関与が示唆された。 
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第 3 章 新規腫瘍選択的抗がん剤としての葉酸修飾メチル--シクロデキストリン 
(FA-M--CyD) の有用性評価 
 
第 1 節 序 
  
第 2 章における検討より、FA 非修飾体である M--CyD の in vivo 抗腫瘍活性は、
腫瘍内単回投与では効果を発揮したものの、静脈内投与では不十分であった。これは、
M--CyD にがん細胞選択性がないために、静脈内単回投与では腫瘍組織への集積性
が乏しく、血液や正常組織に障害を与えたためと考えられる。また、M--CyD は細
胞膜上のリピッドラフトからコレステロールを漏出させることでアポトーシスを誘
導することが明らかとなった。一方、第 1 章では M--CyD にがん標的リガンドと
して FA を修飾した FA-M--CyD は、FR- 高発現細胞選択的に DOX の細胞内取
り込みを促進させる抗がん剤キャリアとして有用であることを明らかにしたが、
FA-M--CyD 自体の腫瘍選択的抗腫瘍活性については明らかでない。 
そこで本章では、FA-M--CyD 自体の腫瘍細胞選択的新規抗がん剤としての有用性
評価を行った。まず、FR- 高発現細胞である KB 細胞 (FR- (+))、Ihara 細胞 (FR- 
(+))、M213 細胞 (FR- (+)) および FR- 低発現細胞である A549 細胞 (FR- (-)) 
を用いて、FA-M--CyD の抗腫瘍活性を検討した。次に、FA-M--CyD による抗腫瘍
活性誘導機構の解明を企図して、FA-M--CyD のコレステロール漏出効果を検討した。
また、FR 競合阻害剤  (FA) および  FR- ノックダウン  KB 細胞を用いて、
FA-M--CyD の抗腫瘍活性および細胞会合に及ぼす FR- の関与について検討した。
さらに、FA-M--CyD による細胞死がアポトーシスやオートファジーに関与するか否
かを、in vitro において検討した。最後に、in vivo における FA-M--CyD の抗腫瘍活
性を腫瘍体積、体重変化、生存率で評価し、血液生化学的パラメータの値を指標に安
全性を検討した。また、FA-M--CyD のこれらの結果を M--CyD と比較した。 
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第 2 節 FA-M--CyD の in vitro 抗腫瘍活性 
 
本節では、FA-M--CyD が FR- 高発現細胞選択的な抗腫瘍活性を有するか否かを
検討するため、FR- 高発現細胞である KB 細胞 (FR- (+))、Ihara 細胞 (FR- (+))、
M213 細胞 (FR- (+)) および FR- 低発現細胞である A549 細胞 (FR- (-)) を用い
て  FA-M--CyD の抗腫瘍活性を  WST-1 法により評価した。なお、ここでは 
FA-M--CyD の比較対照として、-CyD、DM--CyD および M--CyD の 3 種の 
-CyDs を用いた。 
FA-M--CyD は、KB 細胞において濃度依存的かつ、DM--CyD には劣るものの、
-CyD および M--CyD と比較して有意に高い抗腫瘍活性を示した。(Fig. 42A) 一方、
A549 細胞において DM--CyD は KB 細胞と同様に強い細胞障害性を示したが、
FA-M--CyD は 10 mM まで抗腫瘍活性を示さなかった。 (Fig. 42B) さらに、
FA-M--CyD は Ihara 細胞および M213 細胞においても有意に高い抗腫瘍活性を示
した。(Fig. 43) これらの結果より、FA-M--CyD は FR- 高発現細胞選択的な抗腫
瘍活性を有することが示唆された。 
  
 
  
Fig. 42.  Antitumor Activity of -CyDs in KB Cells (FR- (+)) (A) and A549 Cells 
(FR- (-)) (B) after Treatment for 2 h 
KB cells and A549 cells were washed twice with PBS, and then incubated for 2 h with 150 L of medium containing 
-CyDs at 37ºC.  After washing twice with PBS to remove -CyDs, 100 L of fresh HBSS and 10 L of WST-1 
reagent were added to plates, and incubated for 20 min at 37ºC.  The absorbance at 450 nm against a reference 
wavelength of 630 nm was measured.  Each point represents the mean ± S.E. of 3 experiments.  *p < 0.05, 
compared with M--CyD.  
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Fig. 43.  Antitumor Activity of FA-M--CyD in Ihara Cells (FR- (+)) (A) and M213  
Cells (FR- (+)) (B) after Treatment for 2 h  
Ihara cells and M213 cells were washed with medium, and then incubated for 2 h with 300 L of medium 
containing FA-M--CyD (10 mM) at 37ºC.  After washing twice with PBS to remove CyDs, 300 L of fresh 
HBSS and 30 L of WST-1 reagent were added to plates, and incubated for 30 min at 37ºC.  The absorbance at 
450 nm against a reference wavelength of 655 nm was measured.  Each value represents the mean ± S.E. of 3 
experiments.  *p < 0.05, compared with control.  
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第 3 節 FA-M--CyD の in vitro 抗腫瘍活性誘導機構 
第 1 項 コレステロール漏出に及ぼす各種 -CyDs の影響 
  
第 2 章の検討より、M--CyD は細胞形質膜上のリピッドラフトからコレステロー
ルを漏出させることにより、KB 細胞にアポトーシスを誘導することが明らかとなっ
た。そこで本項では、KB 細胞 (FR- (+)) および A549 細胞 (FR- (-)) における
FA-M--CyD のコレステロール漏出能について検討した。実験は、KB 細胞 (FR- (+)) 
および A549 細胞 (FR- (-)) を各種 -CyDs 含有無血清培地で 1 時間処理し、上清
中のコレステロールをコレステロールオキシダーゼ・DAOS 法 (コレステロール E 
テストワコー®) を用いて測定した。(Fig. 44)  FA-M--CyD は、KB 細胞 (FR- (+)) 
および A549 細胞 (FR- (-)) において、M--CyD および DM--CyD よりもコレス
テロールを強く漏出させた。 
これらの結果より、FA-M--CyD は FR- 発現の有無に関わらず、細胞形質膜上の
リピッドラフトからコレステロールを強く漏出させることが示唆された。先の検討よ
り、A549 細胞 (FR- (-)) における抗腫瘍活性は、FA-M--CyD よりも M--CyD の
方が有意に高かったことから、FA-M--CyD の抗腫瘍活性誘導には細胞形質膜との相
互作用の寄与は低いことが示唆された。 
   
Fig. 44.  Effects of -CyDs on Efflux of Cholesterol from KB Cells (FR- (+)) (A) 
and A549 Cells (FR- (-)) (B) 
KB cells and A549 cells were incubated with -CyDs (5 mM) for 1 h.  The concentration of cholesterol in culture 
medium was determined by Cholesterol E-test Wako®.  Each value represents the mean ± S.E. of 4-5 
experiments.  *p < 0.05, compared with control.  †p < 0.05, compared with M--CyD.  ‡ p < 0.05, compared 
with DM--CyD. 
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第 2 項 FA-M--CyD の抗腫瘍活性に及ぼす葉酸レセプター (FR) の影響 
 
第 2 節の結果より、FA-M--CyD は FR- 発現細胞選択的に優れた抗腫瘍活性を有
することが示唆された。そこで本節では、FA-M--CyD の抗腫瘍活性が FR- を介す
るか否かを FR 競合阻害剤を用いて検討した。 
Fig. 45 は FR 競合阻害剤である FA (1 mM) 存在下、各種 -CyDs (0-10 mM) を 2 
時間処理後の抗腫瘍活性を示す。-CyD、DM--CyD および M--CyD の抗腫瘍活性
は、FA 添加の影響を受けなかった。 (Fig. 45A-C) 一方、FA 添加系における 
FA-M--CyD の抗腫瘍活性は、FA 非添加系と比較して有意に低下した。(Fig. 45D) 次
に、FR- ノックダウン KB 細胞における FA-M--CyD (5 mM) の抗腫瘍活性を検討
した。なお、FR- の発現は RT-PCR 法にて確認した。(Fig. 46)  FA-M--CyD の抗
腫瘍活性は、コントロール siRNA (siControl) をトランスフェクションした KB 細胞
と比較して、FR- ノックダウン KB 細胞において有意に低下した。(Fig. 47) 
これらの結果より、FA-M--CyD の抗腫瘍活性は FR- を介することが強く示唆さ
れた。 
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Fig. 45.  Effect of FA on Antitumor Activity of -CyDs in KB Cells (FR- (+)) 
KB cells were pretreated with 150 L of medium containing 1 mM FA at 37ºC for 1 h, and then incubated with 150 
L of medium containing -CyDs (0-10 mM) and FA (1 mM) at 37ºC for 2 h.  After washing twice with PBS to 
remove -CyDs, 100 L of fresh HBSS and 10 L of WST-1 reagent were added to plates and incubated at 37ºC for 
20 min.  The absorbance at 450 nm against a reference wavelength of 630 nm was measured.  Each point 
represents the mean ± S.E. of 3 experiments.  *p < 0.05, compared with -CyDs. 
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Fig. 47.  Antitumor Activity of FA-M--CyD in FR- Knockdown KB Cells (FR- (+)) 
KB cells were incubated with 150 L of medium containing FA-M--CyD (5 mM) at 37ºC for 2 h.  After washing 
twice with PBS to remove FA-M--CyD, 100 L of fresh HBSS and 10 L of WST-1 reagent were added to plates 
and incubated at 37ºC for 20 min.  The absorbance at 450 nm against a reference wavelength of 630 nm was 
measured.  Each value represents the mean ± S.E. of 3-6 experiments.  *p < 0.05, compared with control.  †p < 
0.05, compared with FA-M--CyD in siControl-transfected KB cells. 
Fig. 46.  FR- mRNA Expression after Transfected with 
siFR- in KB Cells 
The FR-mRNA was detected by RT-PCR method.  The cycle number was 30. 
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第 3 項 FA-M--CyD の抗腫瘍活性に及ぼすエンドサイトーシス阻害の影響 
 
 前項において、FA-M--CyD の抗腫瘍活性誘導は、FR- を介することが示唆され
た。一般に、リガンド修飾された分子は受容体を介したエンドサイトーシスにより細
胞内に取り込まれる。このエンドサイトーシスは、駆動力となるエネルギーを必要と
するが、これは低温処理により顕著に阻害される。そこで本項では、KB 細胞 (FR- 
(+)) における FA-M--CyD の抗腫瘍活性に及ぼすエンドサイトーシスの関与を検討
した。実験は、KB 細胞 (FR- (+)) に FA-M--CyD を添加した後、4ºC でインキュ
ベーションすることによりエンドサイトーシスを阻害し、細胞生存率を算出した。Fig. 
48 に示すように、FA-M--CyD の抗腫瘍活性は低温処理により有意に抑制された。 
これらの結果より、FA-M--CyD は FR- を介したエンドサイトーシスにより細胞
内に取り込まれ、抗腫瘍活性を示すことが示唆された。 
 
 
  
Fig. 48.  Effect of Endocytosis Inhibition on Antitumor Activity of FA-M--CyD in  
KB cells (FR- (+)) after Treatment for 2 h 
KB cells were incubated for 2 h with 150 L of medium containing FA-M--CyD (0-10 mM) at 4ºC or 37ºC.  After 
washing twice with PBS to remove FA-M--CyD, 100 L of fresh HBSS and 10 L of WST-1 reagent were added 
to plates and incubated for 20 min at 37ºC.  The absorbance at 450 nm against a reference wavelength of 630 nm 
was measured.  Each point represents the mean ± S.E. of 3 experiments.  *p < 0.05, compared with FA-M--CyD 
at 37ºC. 
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第 4 項 FA-M--CyD の細胞会合および細胞内取り込み  
 
一般に、CyD は親水性かつ分子量が約 1000 と大きいことから細胞内に取り込ま
れにくいことが知られている。78) 実際、第 2 章第 3 節での検討より、M--CyD は
細胞内にほとんど取り込まれないことを明らかにした。しかし、本節第 1 項におい
て FA-M--CyD は FR- 高発現細胞選択的に優れた抗腫瘍活性を有すること、さら
にその抗腫瘍活性誘導に FR- を介した細胞内取り込みが関与することが示唆され
た。そこで本項では、TRITC を付加した TRITC-FA-M--CyD を用いて、各種 FR- 高
発現細胞との細胞会合に及ぼす FR 競合阻害剤の影響を検討した。また、FR- ノッ
クダウン KB 細胞を用いて、TRITC-FA-M--CyD の細胞会合に及ぼす FR- の影響
も検討した。実験は 4 mM FA 存在下、10 M TRITC-FA-M--CyD 添加後 1 時間に
おける TRITC の蛍光強度をフローサイトメトリーおよび蛍光顕微鏡により評価し
た。また、細胞内分布を蛍光顕微鏡にて観察した。さらに、KB 細胞 (FR- (+)) およ
び A549 細胞 (FR- (-)) を 1 mM FA-M--CyD 含有無血清培地で 1 時間処理した
後、1 M 水酸化ナトリウムで細胞を可溶化し、細胞内に取り込まれた FA の蛍光強
度を蛍光分光光度計にて評価した。 
TRITC-FA-M--CyD は KB 細胞、Ihara 細胞および M213 細胞と会合することが
示唆された。(Fig. 49A-C) また、TRITC-FA-M--CyD のヒストグラムのピークは、FA 
添加により左側にシフトした。(Fig. 49A-C) また、FR- ノックダウン細胞において
も TRITC-FA-M--CyD の細胞会合は抑制されることが示唆された。(Fig. 49D) また、
蛍光顕微鏡による観察から、TRITC-FA-M--CyD は KB 細胞内に取り込まれること
が確認された。(Fig. 50) 
さらに、FA の蛍光強度を指標に、FA-M--CyD の細胞会合量を調べたところ、KB 
細胞に対する FA-M--CyD の会合量は、A549 細胞の系よりも有意に高いことが示
唆された。(Fig. 51) 
これらの結果より、FA-M--CyD は FR- 高発現細胞と FR- を介して細胞会合
することが強く示唆された。さらに、Fig. 50 に示すように、TRITC-FA-M--CyD は
添加  1 時間後において細胞質に  TRITC 由来の蛍光が観察されたことから、
M--CyD とは対照的に細胞内に取り込まれることが確認された。 
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Fig. 49.  Cellular Association of TRITC-FA-M--CyD in KB Cells (FR- (+)) (A),  
Ihara Cells (FR- (+)) (B), M213 Cells (FR- (+)) (C) and FR- Knockdown KB  
Cells (D) after Treatment for 1 h 
The fluorescence intensity of TRITC in cells was determined 1 h after incubation at 37ºC by a flow cytometer.  
The concentration of TRITC-FA-M--CyD was 10 M.  The experiments were performed independently three 
times, and representative data are shown. 
(A) KB cells
: Control
: TRITC-FA-M--CyD
: With 4 mM FA
(B) Ihara cells
(C) M213 cells
: Control
: TRITC-FA-M--CyD
: With 4 mM FA
: Control
: TRITC-FA-M--CyD
: With 4 mM FA
: Control
: FR- (+)
: FR-knockdown
(D) FR-knockdown KB cells
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Fig. 51.  Cellular Association of FA-M--CyD in KB Cells (FR- (+)) and  
A549 Cells (FR- (-))  
KB cells and A549 cells were incubated with FA-M--CyD (1 mM) at 37ºC for 1 h.  The 
concentration of FA-M--CyD associated with cells was determined by a fluorescence 
spectrophotometer.  Each value represents the mean ± S.E. of 3-4 experiments.  *p < 0.05, 
compared with A549 cells.  
Fig. 50.  Intracellular Distribution of TRITC-FA-M--CyD in KB Cells (FR- (+)) after 
Treatment for 1 h 
KB cells (1 x 106 cells/well) were incubated for 24 h with RPMI medium (FA-free) at 37ºC.  KB cells were treated 
with TRITC-FA-M--CyD (10 M) for 1 h.  After washed twice with RPMI medium (FA-free), cells were scanned 
with a fluorescence microscope.  The experiments were performed independently three times, and representative 
images are shown. 
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第 5 項 DNA 含量およびミトコンドリア膜電位変化に及ぼす FA-M--CyD の 
影響 
 
第 2 章での検討より、KB 細胞において M--CyD はアポトーシスを誘導するこ
とが示唆された。そこで本項では、FA-M--CyD により誘導される細胞死がアポトー
シスであるか否かを DNA 含量およびミトコンドリア膜電位変化を指標に検討した。
なお、第 2 章での実験条件とは異なり、本項以降の in vitro 実験において、M--CyD 
は KB 細胞に対して細胞死を誘導しない濃度で検討した。 
Fig. 52 は、KB 細胞に M--CyDs (10 mM) を 2 時間適用後の DNA 含量を示す。
DM--CyD 処理では、DNA 含量の有意な低下が認められた。一方、M--CyD およ
び FA-M--CyD 処理では、コントロールとほぼ同程度の DNA 含量を示した。 
Fig. 53 は、各種 M--CyDs (10 mM) を 2 時間適用後のミトコンドリア膜電位およ
び FA 添加の影響を示す。DM--CyD および M--CyD の添加により、KB 細胞の
ミトコンドリア膜電位が有意に低下した。一方、FA-M--CyD 処理ではミトコンドリ
ア膜電位は顕著に上昇した。また、FA の添加により、FA-M--CyD により惹起され
たミトコンドリア膜電位の上昇はコントロールレベルまで低下した。 
これらの結果より、FA-M--CyD は KB 細胞に対して、アポトーシスを誘導しない
可能性が示唆された。 
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Fig. 52.  Effect of M--CyDs on DNA Content in KB Cells (FR- (+)) for 2 h  
KB cells were treated with M--CyDs (10 mM) for 2 h.  Thereafter, cells were treated with PI, then the percentage 
of cells showing DNA degradation was quantified by flow cytometry.  Each value represents the mean ± S.E. of 
3-4 experiments.  *p < 0.05, compared with control.  †p < 0.05, compared with DM--CyD.   
Fig. 53.  Effect of FA on Mitochondrial Transmembrane Potential in KB Cells  
(FR- (+)) after Treatment with M--CyDs for 2 h  
KB cells were incubated with culture medium containing M--CyDs (10 mM) for 2 h.  After washed with PBS, 
cells were stained by rhodamine 123 (10 M) for 15 min at 37ºC.  After washing once with 1 mL of PBS to 
remove the samples, cells were resuspended by the addition of 1 mL of PBS.  Then mitochondorial 
transmembrane potential was analyzed by a flow cytometer.  The concentration of FA was 4 mM.  Each value 
represents the mean ± S.E. of 3-4 experiments.  *p < 0.05, compared with control.  †p < 0.05 compared with 
KB cells without treatment of FA. 
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第 6 項 カスパーゼ-3/7 の活性化に及ぼす FA-M--CyD の影響 
 
 前項での検討に引き続き、本項ではアポトーシス実行因子であるカスパーゼ-3/7 活
性に及ぼす M--CyDs の影響を調べた。なお、本項ではカスパーゼ-3/7 の活性化に
より生じるアミノルシフェリンの蛍光を指標に、アポトーシス誘導能を蛍光顕微鏡に
て観察した。 
 Fig. 54 に示すように、DM--CyD 添加によりカスパーゼ-3/7 活性に由来する蛍光
強度の増加が観察された。一方、M--CyD および FA-M--CyD 添加による蛍光強度
の増加は認められなかった。これらの結果より、DM--CyD はアポトーシスを惹起す
るのに対し、FA-M--CyD はアポトーシス非依存的経路を介して細胞死を誘導するこ
とが示唆された。また、本実験条件下、M--CyD は細胞死を誘導しないことが示唆
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Fig. 54.  Effects of M--CyDs on Caspase-3/7 Activity in KB Cells (FR- (+)) 
after Treatment for 2 h 
KB cells were treated with M--CyDs (5 mM) for 2 h, and then the cells were treated with caspase-3/7 detection 
kit.  After washed twice with culture medium (FA-free), cells were scanned with a fluorescence microscope. 
The experiments were performed independently three times, and representative images are shown. 
DIC Caspase-3/7 Merge
Control
DM--CyD
M--CyD
FA-M--CyD
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第 7 項 オートファゴソーム形成に及ぼす FA-M--CyD の影響 
 
 前項での検討より、FA-M--CyD はアポトーシス非依存的経路により抗腫瘍活性を
誘導することが明らかとなった。そこで本項では、オートファゴソーム形成に及ぼす 
FA-M--CyD の影響を検討した。なお、オートファゴソームは、マーカー分子である 
LC3-II 102, 103) を Cyto-ID® を用いて染色し、蛍光顕微鏡により観察した。  
 Fig. 55 に示すように、M--CyD は適用後 2 時間で LC3-II 由来の蛍光は観察され
なかった。一方、FA-M--CyD では、LC3-II 由来の蛍光が顕著に増大した。さらに、
オートファジー阻害剤である LY294002 の添加により、LC3-II 由来の蛍光は著しく
減弱した。これらの結果より、FA-M--CyD は、オートファジーを誘導することが示
唆された。 
  
Fig. 55.  Effects of M--CyD and FA-M--CyD on Autophagosome Formation 
in KB Cells (FR- (+)) 
KB cells were treated with M--CyDs (10 mM) for 2 h, and then the cells were treated with Cyto-ID®.  
After washed twice with culture medium (FA-free), cells were scanned with a fluorescence microscope. 
The experiments were performed independently three times, and representative images are shown. 
DIC Cyto-ID® Merge
Control
M--CyD
FA-M--CyD
FA-M--CyD
With LY294002
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第 8 項 FA-M--CyD の抗腫瘍活性に及ぼすオートファジー阻害剤添加の影響 
 
 前項において、FA-M--CyD はオートファゴソームの形成を誘導することが示唆さ
れた。そこで本項では、FA-M--CyD により誘導される抗腫瘍活性がオートファジー
であるか否かを検討した。今回、オートファジー阻害剤には、バフィロマイシン A1 お
よびクロロキンを用いた。104) バフィロマイシン A1 は、マクロライド系抗生物質の
一つであり、V-ATPase を持つリソソームやエンドソームの内部酸性化を阻害する。
その結果、オートファゴソームとリソソーム/エンドソームとの融合が阻害され、細胞
質にオートファゴソームが蓄積し、オートリソソームが減少する。105) 一方、クロロ
キンは、V-ATPase 活性非依存的にリソソームの pH を上昇させ、オートファゴソー
ムとの融合を阻害する。 
Fig. 56 は、バフィロマイシン A1 およびクロロキンを前処理後、FA-M--CyD (5 
mM) を 2 時間処理後の抗腫瘍活性を示す。FA-M--CyD の抗腫瘍活性は、バフィロ
マイシン A1 およびクロロキン添加により低下した。これらの結果より、FA-M--CyD 
の抗腫瘍活性はオートファジーを介することが示唆された。 
  
Fig. 56.  Effects of Chloroquine and Bafilomycin A1 on Antitumor Activity of 
FA-M--CyD in KB Cells (FR- (+)) after Treatment for 2 h 
KB cells were incubated with chloroquine (20 M) or bafilomycin A1 (1 nM) at 37ºC for 24 h, and then 
further incubated with medium containing FA-M--CyD (5 mM) at 37ºC for 2 h.  Each value represents the 
mean ± S.E. of 6-9 experiments.  *p < 0.05, compared with control.  
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第 9 項 FA-M--CyD 処理後のオートファゴソームとミトコンドリアとの共局在 
  
前項までの検討において、FA-M--CyD は、オートファジーを介した抗腫瘍活性を
誘導することが示唆された。さらに、FA-M--CyD はミトコンドリア膜電位を著しく
上昇させたことから、ミトコンドリアにストレスを与え、マイトファジーを誘導した
可能性が考えられる。そこで本項では、各種 FR- 高発現細胞を用いて、FA-M--CyD 
のマイトファジー誘導能について検討した。実験は、LC3-II を蛍光ラベル化し、さら
にローダミン 123 にてミトコンドリア膜を染色後、蛍光顕微鏡にてオートファゴソ
ームとミトコンドリアとの共局在を観察した。 
Fig. 57 は、KB 細胞を各種 M--CyDs (5 mM) で処理後 2 時間における結果を示
す。DM--CyD および M--CyD 処理による LC3-II の蛍光強度の増大は観察されな
かった。一方、FA-M--CyD 処理では、LC3-II の蛍光強度の有意な上昇が観察され
た。さらに、LC3-II とローダミン 123 の蛍光が一部共局在したことから、オートフ
ァゴソーム内にミトコンドリアが取り込まれている可能性が示唆された。同様な結果
が、Ihara 細胞および M213 細胞においても確認された。(Figs. 58, 59) 
これらの結果より、FA-M--CyD は FR- 高発現細胞においてマイトファジーを誘
導することが示唆された。 
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Fig. 57.  Intracellular Distribution of Autophagosome and Mitochondria in KB Cells 
(FR- (+)) after Treatment with M--CyDs for 2 h 
KB cells were treated with M--CyDs (5 mM) for 2 h, and then the cells were treated with Cyto-ID® and rhodamine 
123.  After washed twice with culture medium (FA (+)), cells were scanned with a fluorescence microscope.  The 
experiments were performed independently three times, and representative images are shown. 
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Fig. 58.  Intracellular Distribution of Autophagosome and Mitochondria in Ihara Cells 
(FR- (+)) after Treatment with M--CyDs for 2 h 
Ihara cells were treated with M--CyDs (5 mM) for 2 h, and then the cells were treated with Cyto-ID® and rhodamine 
123.  After washed twice with DMEM, cells were scanned with a fluorescence microscope.  The experiments were 
performed independently three times, and representative images are shown. 
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Fig. 59.  Intracellular Distribution of Autophagosome and Mitochondria in M213 
Cells (FR- (+)) after Treatment with M--CyDs for 2 h 
M213 cells were treated with M--CyDs (5 mM) for 2 h, and then the cells were treated with Cyto-ID® and 
rhodamine 123.  After washed twice with DMEM, cells were scanned with a fluorescence microscope.  The 
experiments were performed independently three times, and representative images are shown. 
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第 4 節 FA-M--CyD の in vivo 抗腫瘍活性 
 
 前節までの検討において、FA-M--CyD は FR- 高発現細胞選択的にオートファジ
ーを介した抗腫瘍活性を誘導することが示唆された。そこで本節では、FA-M--CyD  
の in vivo 抗腫瘍活性を検討するため、Colon-26 細胞 (FR- (+)) および M213 細胞 
(FR- (+)) を用いて作成した担がんマウスに FA-M--CyD を腫瘍内および尾静脈内
に単回投与し、腫瘍体積、体重および生存率について検討した。なお、M213 細胞を
皮下移植した BALB/c Rag-2/Jak3 ノックアウトマウスは、岡田らによって確立された 
B 細胞、T 細胞、NK 細胞が完全に欠損した高度免疫不全マウスである。106)  
 Fig. 60 は、Colon-26 細胞を皮下に同種移植した担がんマウス腫瘍内投与後の腫瘍
体積および体重変化を示す。コントロール群と比較して、FA-M--CyD 投与群は顕著
に腫瘍の成長を抑制した。(Fig. 60A) また、コントロール群の体重は、腫瘍体積の増
大に伴い顕著に増加した。一方、FA-M--CyD 投与群では、腫瘍体積の有意な減少に
より体重増加は緩やかであった。(Fig. 60B) 
 Fig. 61A は、同担がんマウス尾静脈内に単回投与後の腫瘍体積変化を示す。コント
ロール群と比較して、FA-M--CyD 投与群では顕著に腫瘍の成長を抑制した。さらに、
投与時には約 8 mm あった腫瘍は、FA-M--CyD 処理後 7 日目には完全に消失した。
(Fig. 61B) また、コントロール群では腫瘍体積の増加に伴い、体重の顕著な増加が認
められたが、FA-M--CyD 投与群では、体重の増加は緩やかであった。(Fig. 61C) さ
らに、Fig. 60D に示すように、コントロール群では、Colon-26 細胞を移植後 70 日
目までに全例死亡したのに対して、FA-M--CyD 投与群では、140 日目においても 
100% の生存率を示した。 
Fig. 62A は、M213 細胞を皮下に異種移植した担がんマウス尾静脈内に単回投与後
の腫瘍体積変化を示す。コントロール群と比較して、FA-M--CyD 投与群では有意に
腫瘍の成長を抑制した。また、コントロール群では体重の顕著な低下が認められたが、
FA-M--CyD 投与群では、体重の減少は緩やかであった。(Fig. 62B) さらに、Table 8 
に示すように、コントロール群では、サンプル投与後 9 日で 67% の生存率であっ
たのに対し、FA-M--CyD 投与群では 100% の生存率を示した。 
これらの結果より、FA-M--CyD は in vivo においても優れた抗腫瘍活性を有する
ことが示唆された。  
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Fig. 60.  Effects of Single Intratumoral Injection of FA-M--CyD on Tumor Volume  
(A) and Body Weight (B) in BALB/c Mice Bearing Colon-26 Cells (FR- (+))    
FA-M--CyD (30 mg/kg) was adminstered by a single intratumoral injection to Colon-26 cells-bearing mice.  Each 
point represents the mean ± S.E. of 3-14 experiments.  * p < 0.05, compared with control (5% mannitol solution).  
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Fig. 61.  Effects of Single Intravenous Injection of FA-M--CyD on Tumor Volume 
(A), Photographs of Tumor (B), Body Weight (C) and Survival Rate (D) in BALB/c 
Mice Bearing Colon-26 Cells (FR- (+))  
FA-M--CyD (5 mg/kg) was adminstered by the single intravenous injection to Colon-26 cells-bearing mice.  Each 
point represents the mean ± S.E. of 5 experiments.  Each line represents the survival of 5-7 experiments.  * p < 0.05, 
compared with control (5% mannitol solution).   
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Fig. 62.  Effects of Single Intravenous Injection of FA-M--CyD on Tumor Volume 
(A) and Body Weight (B) in BALB/c Rag-2/Jak3 KO Mice Bearing M213 Cells 
(FR- (+)) 
  FA-M--CyD (5 mg/kg) was administered by the single intravenous injection to M213 cells-bearing BALB/c 
Rag2/Jak3 KO mice.  Each point represents the mean ± S.E. of 7-12 experiments.  * p < 0.05, compared with 
control (5% mannitol solution).   
Table 8.  The Number of Surviving 9 Days after Single Intravenous  
Injection of FA-M--CyD in BALB/c Rag-2/Jak3 KO Mice Bearing  
M213 Cells (FR- (+)) 
FA-M--CyD (5 mg/kg) was administered by the single intravenous injection to M213 
cells-bearing BALB/c Rag2/Jak3 KO mice.  
System Survival (number)
Control 67% (4/6)
FA-M--CyD (5 mg/kg) 100% (6/6)
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第 5 節 FA-M--CyD 投与後の血液生化学的パラメータ 
 
 前節において、FA-M--CyD は in vivo においても優れた抗腫瘍活性を誘導するこ
とが明らかとなった。一方、抗がん剤の臨床応用を考えた場合、in vivo における安全
性を明らかにすることは重要である。そこで本節では、FA-M--CyD の in vivo にお
ける安全性を検討するために、FA-M--CyD を Colon-26 細胞を皮下に同種移植した
担がんマウスの尾静脈内に単回投与 24 時間後の血液生化学的パラメータを測定し
た。 
 Table 9 に示すように、FA-M--CyD 投与群では、いずれの生化学的パラメータに
おいてもコンロトール群と差異は認められなかった。これらの結果より、FA-M--CyD 
は、in vivo において安全性に優れることが示唆された。 
 
   
Table 9.  Blood Chemistry Data after Single Intravenous Injection of FA-M--CyD in 
BALB/c Mice Bearing Colon-26 Cells (FR- (+)) 
FA-M--CyD (5 mg/kg) was adminstered by the single intratumoral injection to Colon-26 cells-bearing mice.  
a) Creatinine, b) Blood urea nitrogen, c) Asparate aminotransferase, d) Alanine aminotransferase, e) Lactate 
dehydrogenase.  Each value represents the mean ± S.E. of 3-10 mice. 
System CRE 
a)
(mg/dL)
BUN b) 
(mg/dL)
AST c) 
(U/L)
ALT d)
(U/L)
LDH e) 
(U/L)
Control 0.1 ± 0.00 18.5 ± 2.23 51.6 ± 4.78 17.4 ± 1.33 488 ± 25.03
FA-M--CyD 0.1 ± 0.02 17.0 ± 2.70 42.7 ± 7.51 22.0 ± 5.77 371 ± 32.99
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第 6 節 考察 
 
 本章では、FA-M--CyD の腫瘍選択的抗がん剤としての有用性を in vitro および in 
vivo にて評価した。 
FR- 高発現細胞である  KB 細胞、 Ihara 細胞および  M213 細胞において、
FA-M--CyD は優れた抗腫瘍活性を示したが、FR- 低発現細胞である A549 細胞で
は活性を示さなかった。(Fig. 42) さらに、FA-M--CyD の抗腫瘍活性は、FR 競合阻
害剤である FA 添加および FR- ノックダウン KB 細胞において有意に抑制された。
(Figs. 45, 47) 一方、M--CyD は KB 細胞に対する抗腫瘍活性は低かったものの、
A549 細胞に対して FA-M--CyD よりも有意に高い抗腫瘍活性を示した。(Fig. 42) 
これらの結果より、FA-M--CyD の in vitro 抗腫瘍活性は、FR- 高発現細胞選択的
であることが示唆された。実際、KB 細胞、Ihara 細胞および M213 細胞において、
FA-M--CyD は細胞内に取り込まれたが、A549 細胞にはほとんど取り込まれなかっ
た。(Figs. 49, 51) さらに、FR- ノックダウン KB 細胞においても FA-M--CyD の
取り込みが抑制された。(Fig. 49) これらの結果より、FA-M--CyD の抗腫瘍活性に、
FR- を介した細胞選択的な取り込みの関与が強く示唆された。 
前章の検討より、M--CyD は細胞形質膜上のリピッドラフトからコレステロール
を漏出させることにより、DNA 含量およびミトコンドリア膜電位を低下させ、アポ
トーシスを誘導することが明らかとなった。一方、FA-M--CyD は FR-の発現の有
無に関わらず、DM--CyD および M--CyD よりも高いコレステロール漏出作用を示
した。(Fig. 44) しかし、興味深いことに KB 細胞において FA-M--CyD は DNA 含
量を低下させず、ミトコンドリア膜電位の顕著な上昇を誘導した。(Figs. 52, 53) さ
らに、FA-M--CyD はカスパーゼ-3/7 の活性化も誘導しなかったことから、(Fig. 54) 
FA-M--CyD の抗腫瘍活性はアポトーシス非依存的経路を介することが強く示唆さ
れた。また、前述したように、FA-M--CyD は FR-低発現細胞である A549 細胞に
おいても優れたコレステロール漏出効果を示したが、(Fig. 44) 抗腫瘍活性はほとんど
認められなった。(Fig. 42) これらの結果より、FA-M--CyD の抗腫瘍活性に対する細
胞形質膜との相互作用の寄与は低いものと考えられる。 
オートファジーとは、細胞内成分が二重膜によって周囲から隔離され、リソソーム
と融合することによって消化される細胞内浄化機構である。オートファジーは、定常
状態の細胞では軽度に活性化されており、細胞構成成分を少しずつ分解することによ
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り細胞の新陳代謝に貢献している。一方、細胞に何らかの刺激が加わると、これに対
応するために大規模なオートファジーが誘導される。本研究において、FA-M--CyD 
は KB 細胞においてオートファゴソームを形成すること、(Fig. 55) また、オートフ
ァジー阻害剤であるクロロキンやバフィロマイシン A1 の前処理によって、その抗腫
瘍活性が著しく減弱したことから、(Fig. 56) FA-M--CyD はオートファジーを誘導す
ることが強く示唆された。FA-M--CyD によるオートファジーの誘導は、前述したよ
うに、ミトコンドリア膜電位の上昇に示されるストレスに起因するものと推察される。
近年、ミトコンドリア膜にもリピッドラフトが存在しており、ミトコンドリアの機能
や細胞死を制御していることが報告された。107-110) また、Ziolkowski らはラット肝臓
から回収したミトコンドリアを M--CyD で処理すると、リピッドラフトからコレス
テロールが漏出され、ミトコンドリアのエネルギー代謝や膨潤などの形態学的変化が
抑制されることを明らかにした。111)  さらに、ミトコンドリア外膜のリピッドラフト
には、膜電位を調節する VDAC が局在しており、pore の開閉を調節してミトコンド
リアと細胞質間の ATP や呼吸基質などの物質輸送を行っている。これらの報告より、
細胞膜上の FR- を介して細胞内に取り込まれた FA-M--CyD は、何らかの方法で
エンドソームを脱出した後、ミトコンドリアのリピッドラフトからコレステロールを
漏出させることにより、そのエネルギー代謝や膜電位調節機能を破綻させ、オートフ
ァジーを誘導した可能性が考えられる。一方、M--CyD は細胞内にほとんど取り込
まれないために、細胞形質膜からのコレステロールの漏出を介してアポトーシス誘導
へと向かうが、ミトコンドリア膜とは相互作用できず、オートファジーを誘導しなか
ったものと推察される。 
近年、ミトコンドリアはアポトーシスの制御のみならずオートファジー様細胞死誘
導にも関わることが明らかとなっている。112) ミトコンドリアの品質管理としては、
1) プロテアーゼによるミトコンドリア内タンパク質の分解、2) ミトコンドリアその
ものの分解、3) ミトコンドリアのダイナミックな分裂と融合による不良なミトコン
ドリアの隔離、などが知られている。113, 114) なかでも、ミトコンドリアそのものを分
解する経路として、ミトコンドリア選択的オートファジーであるマイトファジーが報
告されている。113)  今回、FA-M--CyD 処理により形成されたオートファゴソーム
とミトコンドリアは一部共局在したことから、(Figs. 57, 58, 59) マイトファジーの関
与が示唆された。近年、Narendra らは、Parkin および PTEN-induced putative kinase 
protein 1 (PINK-1) が異常なミトコンドリア外膜に結合し、マイトファジーを誘導する
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ことを報告している。115) また、神吉らはミトコンドリア外膜タンパク質である Atg32 
が、マイトファジーの基質として必須であることを明らかにしている。116, 117)  今後、
Parkin や PINK-1、Atg32 の発現や機能に及ぼす FA-M--CyD の影響を詳細に検討
する必要がある。 
Colon-26 細胞  (FR- (+)) を同種移植した  BALB/c マウスおよび  M213 細胞 
(FR- (+)) を異種移植した BALB/c Rag-2/Jak3 KO マウスに FA-M--CyD を静脈内
に単回投与したところ、腫瘍の成長を有意に抑制し、マウスの生存率を著しく改善す
ることが明らかとなった。(Figs. 61, 62) 本実験で使用した BALB/c Rag-2/Jak3 KO マ
ウスは、岡田らによって開発された、成熟 T 細胞、B リンパ球のみならず NK 細胞
も欠失した高度免疫不全マウスであり、異種移植モデルマウスとして有用である。106) 
今回、FA-M--CyD は同種移植した担がんマウスのみならず、ヒト由来 M213 細胞 
(FR- (+)) を異種移植した BALB/c Rag-2/Jak3 KO マウスに対しても、優れた抗腫瘍
効果を示したことから、今後、臨床試験への応用が期待される。また、in vitro にお
ける結果より、FA-M--CyD による in vivo 抗腫瘍活性は、FR- を介してがん細胞
に効率良く取り込まれ、細胞死を誘導したものと推察される。近年、Chauhan らは粒
子径 12 nm のナノメディシンが、粒子径 125 nm のナノ粒子と比較してより腫瘍深
部まで到達可能であり、がん治療において有用であることを報告している。118) 今回、
データとして示さなかったが、FA-M--CyD の粒子径は 10 nm 以下であることを確
認していることから、FA-M--CyD は優れた腫瘍集積性を有するものと考えられる。
安全性に関することとして、FA-M--CyD は静脈内投与後の血液生化学的パタメータ
にほとんど影響を与えず、(Table 9) また、第 1 章第 3 節でも述べたように溶血活性
が低いため、局所刺激性は認められなかった。一方、第 2 章第 3 節での検討により 
M--CyD は担がんマウスに静脈内投与後、障害性を惹起することが示唆された。
(Table 7) これらの結果から、FA-M--CyD は FA を修飾したことにより、腫瘍細胞
選択性が上昇し、副作用の発現が抑制されたものと推察される。また、FA-M--CyD は 
FR- を介して細胞内に取り込まれ細胞障害活性を示すが、血球細胞では FR- より
も FR- が高発現しているため、副作用をほとんど示さなかったものと考えられる。
今後、in vivo での FA-M--CyD によるオートファジーおよび様々ながん腫に対する 
FA-M--CyD の抗腫瘍活性や安全性試験に関する検討を行う必要がある。 
以上、本研究で得られた知見をもとに、FA-M--CyD による腫瘍細胞選択的な抗腫
瘍活性誘導機構の推定図を Fig. 63 に示す。FA-M--CyD は、1) 細胞形質膜上の 
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FR- を介して CLIC/GEEC 経路により細胞内に取り込まれた後、エンドソーム 
(GEEC) から脱出し、2) ミトコンドリア膜のリピッドラフトに作用し、その膜電位を
上昇させることでストレスを誘導し、3) オートファゴソームの形成およびマイトフ
ァジーを介した優れた抗腫瘍活性を示したものと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      Fig. 63.  Proposed Mechanism of Antitumor Activity of FA-M--CyD  
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第 7 節 小括 
 
 本章では、FA-M--CyD の腫瘍細胞選択的な新規抗がん剤としての有用性評価を行
った。以下に本章で得られた知見を要約する。 
 
1) FA-M--CyD は、FR- 高発現細胞である KB 細胞、Ihara 細胞および M213 細
胞において優れた抗腫瘍活性を示した。一方、FR- 低発現細胞である A549 細
胞では抗腫瘍活性を示さなかった。 
 
2) FA-M--CyD は FR- 発現の有無に関わらず、細胞形質膜上のリピッドラフトか
らコレステロールを強く漏出させることが示唆された。 
 
3) KB 細胞における FA-M--CyD の抗腫瘍活性は、FA の添加および FR- のノッ
クダウンにより有意に低下したことから、FA-M--CyD の抗腫瘍活性は FR- を
介することが示された。 
 
4) FA-M--CyD は、FR- を介して細胞内に取り込まれることが示唆された。 
 
5) KB 細胞において、FA-M--CyD は M--CyD とは対照的に、DNA 含量に影響を
与えず、ミトコンドリア膜電位を顕著に上昇させ、さらに、カスパーゼ-3/7 の活
性化を誘導しなかったことから、アポトーシス非依存的経路を介して細胞死を誘
導することが示唆された。 
 
6) KB 細胞において、FA-M--CyD は M--CyD とは異なり、オートファゴソーム
の形成を促進した。また、FA-M--CyD の抗腫瘍活性は、オートファジー阻害剤
であるバフィロマイシン A1 およびクロロキン添加により低下した。 
 
7) KB 細胞、Ihara 細胞および M213 細胞において、FA-M--CyD 処理により誘導
されたオートファゴソームは、ミトコンドリアと一部共局在することが示唆され
た。 
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8) FA-M--CyD は、Colon-26 細胞を皮下に同種移植した BALB/c マウスにおいて、
静脈内投与により腫瘍成長を顕著に抑制し、投与後 140 日目においても 100% 
の生存率を示した。また、FA-M--CyD の静脈内単回投与は、M213 細胞を皮下
に異種移植した BALB/c Rag-2/Jak3 KO マウスにおいても同様な抗腫瘍効果を示
した。 
 
9) FA-M--CyD を Colon-26 細胞を皮下に同種移植した BALB/c マウスの尾静脈に
単回投与後、血液生化学的パラメータはほとんど変化しなかったことから、
FA-M--CyD は、in vivo において安全性に優れることが示唆された。 
 
以上、述べたように FA-M--CyD は、in vitro および in vivo において FR- 高発
現細胞選択的抗がん剤として有用であり、その抗腫瘍効果に FR- を介したがん細胞
選択的な取り込みおよびオートファジーの関与が示唆された。 
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総 括 
 
 本研究では、新規葉酸修飾メチル--CyD である FA-M--CyD を調製し、その抗が
ん剤キャリアおよび抗がん剤としての有用性を評価した。まず第 1 章では、抗がん
剤キャリアとしての有用性を評価するため、抗がん剤/FA-M--CyD 複合体の in vitro 
および in vivo での抗腫瘍活性を検討した。第  2 章では、FA 非修飾体である
M--CyD 自体の抗がん剤への応用を企図して、まず M--CyD の抗腫瘍活性および
細胞死誘導機構の解明を行った。第 3 章では、FA-M--CyD 自体の腫瘍選択的抗が
ん剤としての有用性を評価するため、in vitro および in vivo での FA-M--CyD の抗
腫瘍活性および細胞死誘導機構について検討した。以下に本研究で得られた知見を総
括する。 
 
【第 1 章】 
1) NH2-M--CyD とFA との脱水縮合反応により、FA-M--CyD を調製した。1H-NMR 
および FAB MS スペクトルにより、FA-M--CyD は M--CyD と FA がモル比 
1 : 1 で結合していることを確認した。 
 
2) FA-M--CyD の表面張力は濃度の上昇に伴い低下したが、M--CyD と比較して高
い値を示した。 
 
3) リン酸緩衝液中において FA-M--CyD は DOX と極めて安定な複合体を形成し、
その安定度定数は、3.0 x 105 M-1 という著しく高い値を示した。 
 
4) FA-M--CyD は、KB 細胞 (FR- (+)) において DOX および PTX の抗腫瘍活性
を増強したが、5-FU の抗腫瘍活性には影響を与えなかった。 
 
5) DOX/FA-M--CyD 複合体は、FR- を介して DOX の細胞内取り込み量を上昇さ
せることで、FR- 高発現細胞選択的に DOX の抗腫瘍活性を増強することが示
唆された。 
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6) KB 細胞 (FR- (+)) への FA-M--CyD の前処理および後処理は、DOX の抗腫瘍
活性に影響を与えなかったことから、DOX の抗腫瘍活性増強作用には、両者の複
合体形成の重要性が示唆された。 
 
7) KB 細胞 (FR- (+)) において FA-M--CyD は、DOX によるカスパーゼ-3/7 の活
性化を促進することが示唆された。 
 
8) Colon-26 細胞  (FR- (+)) を皮下に同種移植した担がんマウスにおいて、
DOX/FA-M--CyD 複 合 体 は 、 静 脈 内 投 与 に お い て  DOX 単 独 お よ び 
DOX/M--CyD 複合体よりも優れた抗腫瘍活性を示した。 
 
9) FA-M--CyD は同担がんマウスにおいて、DOX の副作用を軽減することが示唆
された。 
 
 
【第 2 章】 
1) Colon-26 細胞を皮下に同種移植した担がんマウスにおいて、M--CyD 自体は腫瘍
内単回投与では優れた抗腫瘍活性を示したが、静脈内単回投与では十分な効果を
示さなかった。また、M--CyD を静脈内に単回投与した場合、血液または組織に
障害性を惹起させることが示唆された。 
 
2) M--CyD は、KB 細胞 (FR- (+))、Ihara 細胞 (FR- (+)) および M213 細胞 
(FR- (+)) において優れた抗腫瘍活性を示した。 
 
3) KB 細胞 (FR- (+))、Ihara 細胞 (FR- (+)) および M213 細胞 (FR- (+)) におい
て、M--CyD はほとんど細胞内に取り込まれないことが示唆された。 
 
4) KB 細胞において、M--CyD 処理により DNA 含量およびミトコンドリア膜電位
の低下、カスパーゼ-3/7 の活性化が観察されたことから、M--CyD はミトコンド
リア依存的アポトーシスを誘導することが示唆された。 
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5) KB 細胞において、M--CyD は細胞形質膜からコレステロールを著しく漏出させ
た。 
 
6) KB 細胞における M--CyD の抗腫瘍活性は、外来のコレステロールの添加によ
り有意に抑制された。 
 
 
【第 3 章】 
1) FA-M--CyD は、FR- 高発現細胞である KB 細胞、Ihara 細胞および M213 細
胞において優れた抗腫瘍活性を示した。一方、FR- 低発現細胞である A549 細
胞では抗腫瘍活性を示さなかった。 
 
2) FA-M--CyD は FR- 発現の有無に関わらず、細胞形質膜上のリピッドラフトか
らコレステロールを強く漏出させることが示唆された。 
 
3) KB 細胞における FA-M--CyD の抗腫瘍活性は、FA の添加および FR- のノッ
クダウンにより有意に低下したことから、FA-M--CyD の抗腫瘍活性は FR- を
介することが示された。 
 
4) FA-M--CyD は、FR- を介して細胞内に取り込まれることが示唆された。 
 
5) KB 細胞において、FA-M--CyD は M--CyD とは対照的に、DNA 含量に影響を
与えず、ミトコンドリア膜電位を顕著に上昇させ、さらに、カスパーゼ-3/7 の活
性化を誘導しなかったことから、アポトーシス非依存的経路を介して細胞死を誘
導することが示唆された。 
 
6) KB 細胞において、FA-M--CyD は M--CyD とは異なり、オートファゴソーム
の形成を促進した。また、FA-M--CyD の抗腫瘍活性は、オートファジー阻害剤
であるバフィロマイシン A1 およびクロロキン添加により低下した。 
 
7) KB 細胞、Ihara 細胞および M213 細胞において、FA-M--CyD 処理により誘導
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されたオートファゴソームは、ミトコンドリアと一部共局在することが示唆され
た。 
 
8) FA-M--CyD は、Colon-26 細胞を皮下に同種移植した BALB/c マウスにおいて、
静脈内投与により腫瘍成長を顕著に抑制し、投与後 140 日目においても 100% 
の生存率を示した。また、FA-M--CyD の静脈内単回投与は、M213 細胞を皮下
に異種移植した BALB/c Rag-2/Jak3 KO マウスにおいても同様な抗腫瘍効果を示
した。 
 
9) FA-M--CyD を Colon-26 細胞を皮下に同種移植した BALB/c マウスの尾静脈に
単回投与後、血液生化学的パラメータはほとんど変化しなかったことから、
FA-M--CyD は、in vivo において安全性に優れることが示唆された。 
 
以上述べたように、FA-M--CyD は、FR- を介して細胞内に取り込まれることか
ら FR- 高発現細胞選択的かつ安全性に優れる抗がん剤キャリアおよび抗がん剤で
あることが示唆された。また、FA-M--CyD 自体の抗腫瘍活性はオートファジーを介
することが示唆された。これらの知見は、FA や M--CyD を用いた腫瘍細胞選択的
な抗がん剤キャリアおよび抗がん剤の構築に際し、有用な基礎的資料になるものと考
えられる。 
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実験の部 
 
1. 試料、器具および溶媒等 
 
-CyD 
DM--CyD (DS 14) 
M--CyD (DS 12.6) 
p-トルエンスルホニルクロライド 
水酸化ナトリウム 
25% アンモニア水 
2-Chloro-2,6-dimethoxy-1,3,5-triazin 
THF (no stabilizer) 
N-Methylmorpholine  
葉酸 (FA) 
ジメチルスルホキシド (DMSO) 
ドキソルビシン (DOX) 
パクリタキセル (PTX) 
5-フルオロウラシル (5-FU) 
スペクトラ/ポア 
RPMI 1640 medium (FA-free) 
RPMI 1640 medium (FA-containing) 
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 
7% 炭酸水素ナトリウム注射液 
L-グルタミン 
HEPES 
2-Mercaptoethanol (2-ME) 
注射用硫酸ストレプトマイシン (力価：1 g) 
注射用ペニシリンカリウム (20 万単位) 
Fetal bovine serum (FBS) 
トリプシン 250 
グルコース 
Cell Counting Kit (WST-1) 
コレステロール E-テストワコー® 
Cyto-ID® Autophagy Detection Kit 
Caspase-GloTM 3/7 Assay 
ヨウ化プロピジウム (PI) 
ローダミン 123 
Tetramethylrhodamine isothiocyanate (TRITC) 
日本食品化工 
和光純薬工業 
純正化学 
ナカライテスク 
ナカライテスク 
和光純薬工業 
関東化学 
和光純薬工業 
和光純薬工業 
ナカライテスク 
和光純薬工業 
メルシャン 
和光純薬工業 
和光純薬工業 
FED 
GIBCO 
日水製薬 
日水製薬 
大塚製薬 
Sigma Chemical 
和光純薬工業 
Sigma 
明治製菓 
明治製菓 
ニチレイ 
Difco Laboratories 
ナカライテスク 
同仁化学 
和光純薬工業 
Enzo Life Science 
Promega 
同仁化学 
Molecular Probe 
フナコシ 
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Hoechst 33342 
LY294002 
クロロキン 
バフィロマイシン A1 
LipofectamineTM2000 Reagent 
siGL3 
siFR-(sc-39969) 
Agarose S 
D-マンニトール 
 
2. 動物 
日本白色ウサギ 
BALB/c マウス 
BALB/c Rag-2/Jak3 ノックアウト (KO) マウス 
 
 
 
上記以外の試薬類は市販特級品を用いた。細胞培養関連実験用の溶媒としての水はミ
リ Q 水 (ミリ Q 超純水製造装置 (ミリポア) により製造した比抵抗値 18.3 M・
cm 以上の純水) を使用し、それ以外はイオン交換精製水を 2 回蒸留して用いた。ま
た、Hanks’ balanced salt solution (HBSS) および phosphate-buffered saline (PBS) は pH 
7.4 のものを使用した。 
 
 
3. 使用機器類 
 
電子天秤 
pH メーター 
減圧乾燥器 
凍結乾燥器 
自動 X 線回折装置 
差動型示差熱天秤 
マイクロプレートリーダー 
蛍光分光光度計 
CO2 インキュベーター 
クリーンベンチ 
冷却遠心機 
メーカー 
 
IKA Works 
HORIBA 
アズワン 
ヤマト科学 
リガク 
リガク 
Bio-Rad 
日立 
ASTEC 
日立 
クボタ 
 
型式 
 
ER-180A 
F-12 
AVO-250ON 
NEOCOOL 
RINT 2500 
TG-DTA DTA8120 
Model 550 
F-4500 
APC-38 
CCV 
1720 
Promega 
Sigma 
Sigma 
Sigma 
Invitrogen 
B-Bridge International 
Santa Cruz Biotechnology 
ニッポンジーン 
ナカライテスク 
 
 
九動 
日本 SLC 
熊本大学エイズ学研究セン
ター 岡田プロジェクト研
究室より供与 
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NMR 測定装置 
FAB MS 測定装置 
デニューイ氏式表面/界面張力測定器 
ゲル泳動槽 
フローサイトメーター 
蛍光顕微鏡 
分光光度計 
生化学自動分析装置 
トランスイルミネーター 
走査型電子顕微鏡 
イオンコーター 
振とう機 
蛍光マイクロプレートリーダー 
 
 
Primer 配列 
 
Human FR- 
  Forward primer: 5’-CATGGCTGCAGCATAGAACCTCGC-3’ 
  Reverse primer: 5’-GTAGTAGGGGAGGCTCAGACAAGG-3’ 
 
 
4. 葉酸修飾メチル化シクロデキストリンの調製 
 
(1) トシル化 M--CyD (Ts-M--CyD) の調製 
M--CyD (DS 12.2) 15 g を 0.4 M 水酸化ナトリウム 300 mL に溶解後、氷浴下、攪
拌しながら p-トルエンスルホニルクロライド 13 g (6 当量) を加え、6 時間攪拌した。
反応液ろ過後、ろ液を 1 M 塩酸で中和し、エバポレーターで濃縮した。Ts-M--CyD 
を含む濃縮液を 40ºC で 3 日間減圧乾燥した。FAB MS [M]- m/z 1488 (DST 1.2)。TLC 
plate: silica gel (Merck F254); 展開溶媒 : 酢酸エチル/2-プロパノール/アンモニア水/水 
= 7 : 7 : 5 : 4 (v/v/v/v)、呈色試薬 : アニスアルデヒド。 
 
(2) アミノ化 M--CyD (NH2-M--CyD) の調製 
Ts-M--CyD 7 g を 25% アンモニア水 120 mL に溶解し、油浴中 40ºC で 24 時間
攪拌した。反応物をエバポレーターで濃縮後、NH2-M--CyD を含む濃縮液を 40ºC で 
日本電子 
日本電子 
島津 
コスモバイオ 
Becton Dickinson 
KEYENCE 
NanoDrop 
日本電子 
FUJIFILM 
日立 
Eiko 
HORIBA 
TECAN 
JNM--500 
JMS-DX 303 
NS-A574 
Mupid-21 
FACSCaliburTM 
Biozero BZ-9000 
ND-1000 
JCA-BM2250 
Image Reader FLA-9000 
S-510 
IB-3 
LA-100 
Infinite M1000 
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3 日間減圧乾燥した。FAB MS [M] - m/z 1314 (DSN 1.4)。TLC plate: silica gel (Merck 
F254); 展開溶媒 : 1-ブタノール/エタノール/水 = 5 : 4 : 3 (v/v/v)、呈色試薬 : アニスア
ルデヒド、ニンヒドリン。 
 
(3) 縮 合 剤  4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium chloride 
(DMT-MM) の調製 
2-chloro-2,6-dimethoxy-1,3,5-triazin 4 g を tetrahydrofuran (THF) 60 mL に溶解後、
N-methylmorpholine 21.7 L を添加し、室温で 30 分間激しく攪拌した。白色の沈殿物
をろ取し、THF 30 mL で 3 回洗浄した後、室温で真空乾燥した。FAB MS [M-Cl]+ m/z 
241. 
 
(4) FA 修飾 M--CyD (FA-M--CyD) の調製 
NH2-M--CyD 7 g、FA 14 g (6 当量)、DMSO 800 mL を添加後 40ºC にて攪拌し、
完全溶解させた後、室温まで冷却した。その後、メタノールに溶解した縮合剤 
DMT-MM 8 g (6 当量) 100 mL を添加し、室温で 3 日間攪拌した。攪拌後、アセトン 
8 L を添加し未反応の FA を析出させ、グラスフィルター (Millipore) を用いてろ過
し、上清を回収した。回収液を濃縮後、0.1 M アンモニア水中で 48 時間透析 (透析
膜 (スペクトラ/ポア) : MWCO = 1000) 後、H2O 中で 24 時間透析し、溶媒を H2O 置
換した後、エバポレーターで濃縮した。濃縮液を H2O にて再溶解後、凍結乾燥し、
本品を得た。FAB MS [M] - m/z 1738 (DSF 1.0)、収率 5%。 
FA-M--CyD : 1H-NMR (500 MHz, D2O)  from TMS) 8.64-8.61 (H7, FA), 7.55-7.51 
(H13/15, FA), 6.74-6.61 (H12/16, FA), 5.11-4.85 (H1, M--CyD), 4.59-4.44 (H9, H19, FA) 
and 2.34-1.91 (H22, H21, FA). TLC plate: silica gel (Merck F254); 展開溶媒 : 1-ブタノール
/エタノール/水/25% アンモニア水 = 5 : 4 : 3 : 5 (v/v/v/v)、呈色試薬 : アニスアルデヒ
ド、ヨウ素。 
 
 
5. 物性測定 
(1) NMR スペクトル: 1H-NMR スペクトルは、NMR 測定装置にて 25ºC で測定した。
溶媒は D2O を用い、各種サンプルの濃度は 1.5 mg/750 L とした。1H-NMR の化学
シフトは、D2O のピークを用いて内部標準物質テトラメチルシラン (TMS) からの低
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磁場シフトとして表した。 
 
(2) 粉末 X 線回折: 各種サンプル 5 mg をガラスセルに固定し、自動 X 線回折装置を
用いて測定した。 
 
(3) 示差熱分析 (DTA): 示差熱天秤を用いて測定した。校正標準物質として Al2O3 を
用いた。試料 5 mg をアルミニウムパンに入れ、空気雰囲気下、昇温速度 20ºC/min で
測定した。 
 
(4) 表面張力: デニューイ氏式表面/界面張力測定器を用い、-CyDs の濃度 0.01 mM 
~ 1 mM における表面張力を 25ºC で測定した。 
 
 
6. 溶血活性測定および形態変化観察 
(1) 溶血活性: 日本白色ウサギ耳介静脈血 1.5 mL に PBS 5 mL を添加し、緩やかに
混和した。1000 x g で 5 分間遠心後、上清を除去した。PBS 5 mL を添加し、同様の
操作を 2 回繰り返した。得られた濃縮赤血球 0.5 mL を PBS で 10 mL にメスアッ
プし、5% 赤血球懸濁液を調製した。PBS で調製した各濃度の -CyDs 溶液 1 mL に
5% 赤血球懸濁液 0.1 mL を加え、37ºC、30 分間処理し、1000 x g で 5 分間遠心後、
上清を分取し、543 nm における吸光度を測定し、溶血率を算出した。 
 
(2) 形態変化: 溶血活性の測定と同様に調製した 5% 赤血球懸濁液 0.2 mL に PBS 
で調製した各濃度の CyDs 溶液 2 mL を添加し、37ºC、30 分間処理した。その後、
25% グルタルアルデヒド 0.2 mL を添加して 25ºC で 30分間固定化した後、1000 x g 
で 5 分間遠心後、上清を分取した。蒸留水にて再懸濁した後、試料台へアプライした。
25ºC で一晩乾燥させた後、イオンコーターを用いて金コーティングを施し、走査型
電子顕微鏡にて観察した。 
 
 
7. 各種細胞の培養 
(1) KB 細胞の培養: ヒト口腔がん細胞由来の株化細胞である KB 細胞 8 x 105 個を 
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10% (v/v) FBS 含有 RPMI 1640 (FA-free) 培地 (L-グルタミン 300 mg/L、7% 炭酸水素
ナトリウム注射液 2000 mg/L、ペニシリン 1 x 105 U/L、ストレプトマイシン 0.1 g/L) 
10 mL に懸濁し、プラスティックディッシュ (100 mm) に播種して、37ºC、5% CO2 濃
度下で培養した。セミコンフルエントに達した細胞を RPMI 1640 (FA-free) 培地によ
りディッシュから剥離し、3000 rpm (885 x g) で 3 分間遠心分離後、上清を取り除き、
得られたペレットを 10% (v/v) FBS 含有 RPMI 1640 (FA-free) 培地に 1 x 105 個/mL 
の密度で分散した。 
 
(2) A549 細胞の培養: ヒト肺上皮がん細胞由来の株化細胞である A549 細胞 8 x 105 
個を 10% (v/v) FBS 含有 low-グルコース DMEM 培地 (L-グルタミン 590 mg/L、7% 
炭酸水素ナトリウム注射液 1600 mg/L、ペニシリン 1 x 105 U/L、ストレプトマイシン 
0.1 g/L) 10 mL に懸濁し、プラスティックディッシュ (100 mm) に播種して、37ºC、
5% CO2 濃度下で培養した。セミコンフルエントに達した細胞をトリプシン-EDTA 法
によりディッシュから剥離し、3000 rpm (885 x g) で 3 分間遠心分離後、上清を取り
除き、得られたペレットを 10% (v/v) FBS 含有 low-グルコース DMEM 培地に 1 x 
105 個/mL の密度で分散した。 
 
(3) Ihara 細胞および M213 細胞の培養: ヒトメラノーマ細胞由来の株化細胞である 
Ihara 細胞およびヒト胆管がん細胞由来の株化細胞である M213 細胞 8 x 105 個を 
10% (v/v) FBS 含有 high-グルコース DMEM 培地 (L-グルタミン 590 mg/L、7% 炭
酸水素ナトリウム注射液 1,600 mg/L、ペニシリン 1 x 105 U/L、ストレプトマイシン 
0.1 g/L、グルコース 4500 mg/L) 10 mL に懸濁し、プラスティックディッシュ (100 
mm) に播種して、37ºC、5% CO2 濃度下で培養した。セミコンフルエントに達した細
胞をトリプシン-EDTA 法によりディッシュから剥離し、3000 rpm (885 x g) で 3 分間
遠心分離後、上清を取り除き、得られたペレットを 10% (v/v)  FBS 含有 high-グル
コース DMEM 培地に 1 x 105 個/mL の密度で分散した。 
 
 
8. 蛍光スペクトル法による安定度定数の算出 
Scott 式 (1) に準じて、CyD 濃度に対して左辺をプロットして得られる直線の勾配
と切片から安定度定数 (Kc) を求めた。 
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(at・bt・l)/F = (1/c)at + (1/Kc・c) ・・・・ (1) 
ここで、at、bt は CyD およびゲスト分子の総濃度、l はセルの長さ、ΔF は測定波
長における蛍光強度変化ならびに c は複合体の蛍光強度に相当する定数である。
DOX (Ex : 470 nm, Em : 590 nm) の蛍光強度は、DOX 濃度 12.5 M、CyD 濃度を 6.25 
~ 50 M として、蛍光分光光度計を用いて測定した。溶媒には、リン酸緩衝液 (pH 7.8) 
を用い、25ºC で測定した。 
 
 
9. 各種抗がん剤/-CyDs 複合体の in vitro 抗腫瘍活性の測定 
(1) DOX/-CyDs 複合体および 5-FU/-CyDs 複合体系: KB 細胞および A549 細胞
を 96 well culture plate に 2 x 104 個/well になるように播種し、10% (v/v) FBS 含有培
地で 24 時間培養した。細胞を PBS 150 L で 2 回洗浄した後、10 M 各種サンプ
ル (DOX、FA--CyD、M--CyD、FA-M--CyD、DOX/-CyDs および 5-FU/-CyDs 複
合体) 含有無血清培地を添加し、37ºC、5% CO2 濃度下で 24 時間処理した。その後、
PBS 150 L で 2 回洗浄後、HBSS 100 L および WST-1 溶液 10 L を添加し、37ºC、
20 分間または 30 分間インキュベート処理後、マイクロプレートリーダーにてサン
プル 450 nm、リファレンス 630 nm の吸光度を測定した。 また、Tween 20 (1% (v/v)) 
含有無血清培地および CyDs 非添加系の吸光度をそれぞれ生存率 0% および 100% 
として細胞生存率を計算した。 
 
(2) PTX/-CyDs 複合体系: KB 細胞を 96 well culture plate に 2 x 104 個/well になる
ように播種し、10% (v/v) FBS 含有培地で 24 時間培養した。細胞を PBS 150 L で 2 
回洗浄した後、10 M の各種サンプル (PTX、FA--CyD、M--CyD、FA-M--CyD お
よび PTX/-CyDs 複合体) 含有無血清培地を添加し、37ºC、5% CO2 濃度下で 2 時
間処理した。その後、無血清培地 150 L で 2 回洗浄後、10% (v/v) FBS 含有培地 150 
L を添加し 24 時間培養した。その後、DOX/-CyDs 複合体と同様の方法にて細胞
生存率を算出した。 
 
10. 競合阻害剤存在下の in vitro 抗腫瘍活性の測定 
(1) DOX/-CyDs 複合体系: KB 細胞を 96 well plate に 2 x 104 個/well になるように
播種し、10% (v/v) FBS 含有 RPMI 1640 (FA-free) 培地で 24 時間培養した。細胞を 
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PBS 150 L で 1 回洗浄後、1 mM FA を含む無血清培地 150 L を添加し、37ºC、5% 
CO2 濃度下で 1 時間インキュベートした。その後、細胞を無血清培地で 1 回洗浄し、
10 M 各種サンプル (DOX、FA--CyD、M--CyD、FA-M--CyD および DOX/-CyDs 
複合体) および 1 mM FA 含有無血清培地で 24 時間処理した。その後、DOX/-CyDs 
複合体と同様の方法にて細胞生存率を算出した。 
 
(2) -CyDs 単独系: KB 細胞を 96 well plate に 2 x 104 個/well になるように播種し、
10% (v/v) FBS 含有 RPMI 1640 (FA-free) 培地で 24 時間培養した。細胞を PBS 150 
L で 1 回洗浄後、1 mM FA を含む無血清培地 150 L を添加し、37ºC、5% CO2 濃
度下で 1 時間インキュベートした。その後、細胞を無血清培地で 1 回洗浄し、種々
の濃度の -CyDs および 1 mM FA 含有無血清培地で 2 時間処理した。その後、
DOX/-CyDs 複合体と同様の方法にて細胞生存率を算出した。 
 
 
11.  DOX の in vitro 抗腫瘍活性に及ぼす -CyDs の前処理および後処理の影響 
(1) 前処理: KB 細胞を 96 well culture plate に 2 x 104 個/well になるように播種し、
10% (v/v) FBS 含有培地で 24 時間培養した。細胞を PBS 150 L で 2 回洗浄した後、
10 M -CyDs 含有無血清培地で 37ºC、2 時間処理した。その後、無血清培地 150 L 
で 2 回洗浄後、10 M DOX 含有無血清培地 150 L を添加し 24 時間培養した。そ
の後、DOX/-CyDs 複合体と同様の方法にて細胞生存率を算出した。 
 
(2) 後処理: KB 細胞を 96 well culture plate に 2 x 104 個/well になるように播種し、
10% (v/v) FBS 含有培地で 24 時間培養した。細胞を PBS 150 L で 2 回洗浄後、10 
M DOX 含有無血清培地で 37ºC、2 時間処理した。その後、無血清培地 150 L で 2 
回洗浄後、10 M -CyDs 含有無血清培地 150 L を添加し 24 時間培養した。その
後、DOX/-CyDs 複合体と同様の方法にて細胞生存率を算出した。 
 
 
12. DOX/-CyDs 複合体の細胞内取り込み 
KB 細胞または A549 細胞を 35 mm tissue culture dish に 1 x 106 個/dish になるよ
うに播種し、10% (v/v) FBS 含有培地で 24 時間培養した。その後、無血清培地 1 mL 
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で 2 回洗浄し、10 M DOX または DOX/-CyDs 複合体含有無血清培地を添加し、
37ºC、5% CO2 濃度下で 1 時間処理した。その後、無血清培地 1 mL で 2 回洗浄後、
無血清培地 1 mL を添加し、蛍光顕微鏡にて DOX 由来の蛍光を観察後、BZ-II 解析
アプリケーションを用いて定量した。 
 
 
13. DOX の細胞からの排出に及ぼす M--CyDs の影響 
 KB 細胞を 35 mm glass bottom dish に 1 x 106 個/dish になるように播種し、10% 
(v/v) FBS 含有培地で 24 時間培養した。無血清培地で洗浄後、10 M DOX または 
DOX/-CyDs 複合体含有無血清培地を添加し、37ºC、5% CO2 濃度下で 1 時間処理
した。その後、無血清培地 1 mL で 2 回洗浄後、無血清培地 1 mL を添加し、37ºC、
5% CO2 濃度下で 1 時間処理した。上清を回収し、さらに 1 M 水酸化ナトリウム 1 
mL で細胞を溶解し、溶解液の蛍光強度を蛍光マイクロプレートリーダー (Ex : 470 
nm, Em : 590 nm) により測定し、細胞から排出された DOX 量および細胞内に取り込
まれた DOX 量を算出した。 
 
 
14. カスパーゼ-3/7 活性の測定 
(1) DOX/-CyDs 複合体系: KB 細胞を 35 mm glass bottom dish に 1 x 106 個/well に
なるように播種し、10% (v/v) FBS 含有培地で 24 時間培養した。その後、無血清培
地 1 mL で 1 回洗浄し、10 M Hoechst 33342 を添加し、10 分間処理した。その後、
無血清培地 1 mL で 2 回洗浄し、10 M DOX/-CyDs 複合体含有無血清培地を添加
し、37ºC、5% CO2 濃度下で 12 時間または 24 時間処理した。無血清培地 1 mL で 
2 回洗浄後、10 M カスパーゼ-3/7 detection reagent を添加し、37ºC、30 分間処理し
た。その後、蛍光顕微鏡にて観察した。 
 
(2) -CyDs 単独系: KB 細胞を 35 mm glass bottom dish に 1 x 106 個/dish になるよ
うに播種し、10% (v/v) FBS 含有培地で 24 時間培養した。その後、無血清培地 1 mL 
で 1 回洗浄し、10 M Hoechst 33342 を添加し、10 分間処理した。その後、無血清
培地 1 mL で 2 回洗浄し、5 mM -CyDs または 20 mM M--CyD 含有無血清培地を
添加し、37ºC、5% CO2 濃度下で 2 時間処理した。無血清培地 1 mL で 2 回洗浄後、
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終濃度が 10 M カスパーゼ-3/7 detection reagent を添加し、37ºC、30 分間処理した。
その後、蛍光顕微鏡にて観察した。 
 
 
15. In vivo 実験 
(1) Colon-26 細胞皮下移植マウスの作成: BALB/c 雄性マウス (4 週齢、20 g) の後肢
に、2 日前から RPMI 1640 (FA-free) で培養した Colon-26 細胞懸濁液 (5 x 105 
cells/100 L) を接種した。約 10 日後、マウスの腫瘍の長径が 8 mm に到達したマウ
スを in vivo 実験に用いた。なお、マウスは FA 非含有飼料により飼育した。 
 
(2) BALB/c Rag-2/Jak3 KO マウスの作成: 岡田らのグループによって確立された方
法 106) に従い、Rag-2 欠損マウス (Rag-2-/-) または  Jak3 欠損マウス (Jak3-/-) を 
BALB/c マウスを 10 世代掛け合わせることにより、それぞれ BALB/c Rag-2-/- マウ
スおよび BALB/c Jak3-/- マウスを作成した。さらに、BALB/c Rag-2-/- マウスおよび 
BALB/c Jak3-/- マウスを交配させることで、BALB/c Rag-2/Jak3 KO マウスを作成した。 
 
(3) M213 細胞皮下移植マウスの作成: BALB/c Rag-2/Jak3 KO 雄性マウス (12 週齢、
約 30 g) の脇下に high-グルコース DMEM で培養した M213 細胞懸濁液 (2 x 105 
cells/200 L) を接種した。約 14 日後、マウスの腫瘍の長径が 10 mm に到達したマ
ウスを in vivo 実験に用いた。なお、マウスは FA 含有飼料により飼育した。 
 
(4) Colon-26 細胞皮下移植マウスの腫瘍体積測定: 腫瘍体積は、Corbett らの方法 119) 
に従い、腫瘍の長径および短径を測定し、Fig. 64 に示す計算式を用いて算出した。 
 
 
 
 
Fig. 64.  Measurement of Tumor Volume in BALB/c Mice Bearing Colon-26 Cells 
 
(5) M213 細胞皮下移植マウスの腫瘍体積測定: 腫瘍体積は、原田らの方法 120) に従い、
腫瘍の長径および短径を測定し、Fig. 65 に示す計算式を用いて算出した。 
W
L
Volume = L x W2/2
L : longest dimension of tumor
W : dimension perpendicular to L
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Fig. 65.  Measurement of Tumor Volume in BALB/c Rag-2/Jak3 KO Mice 
Bearing M213 Cells 
 
(6) DOX/M--CyDs 複合体系: DOX (5 mg/kg)、DOX/M--CyD (モル比 1 : 1, DOX 5 
mg/kg 当量)、DOX/ FA-M--CyD (モル比 1 : 1, DOX 5 mg/kg 当量) を含む 5% マン
ニトール溶液 100 L をマウス尾静脈内投与した。経時的に腫瘍体積、体重を測定し
た。なお、生存率は、投与後 140 日目をエンドポイントとしてモニタリングした。 
 
(7) M--CyDs 腫瘍内投与系 : DOX (30 mg/kg)、M--CyD (30 mg/kg) および 
FA-M--CyD (30 mg/kg) を含む 5% マンニトール溶液 100 L を腫瘍内に投与した。 
その後、DOX/M--CyDs 複合体系と同様に検討した。 
 
(8) M--CyDs 静脈内投与系: DOX (5 mg/kg)、M--CyD (5 mg/kg) および FA-M--CyD 
(5 mg/kg) を含む 5% マンニトール溶液 100 L を尾静脈内投与した。その後、
DOX/M--CyDs 複合体系と同様に検討した。 
 
(9) 血液生化学的パラメータの算出: 担がんマウスをエーテル麻酔下、各種サンプル
(DOX、DOX/FA-M--CyD 複合体、M--CyD および FA-M--CyD) を含む 5% マン
ニトール溶液 100 L を尾静脈より投与した。24 時間後エーテル麻酔下、腹部大動
脈より採血し、血清 200 L を分取し定量時まで凍結保存した。各種血液生化学検査
値は生化学自動分析装置により定量した。 
 
 
16. -CyDs の in vitro 抗腫瘍活性の測定  
(1) KB 細胞および A549 細胞: KB 細胞および A549 細胞を 96 well culture plate に 
2 x 104 個/well になるように播種し、10% (v/v) FBS 含有培地で 24 時間培養した。
W
L
Volume = L x W2 x 0.4
L : longest dimension of tumor
W : dimension perpendicular to L
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細胞を無血清培地 150 L で 2 回洗浄した後、種々の濃度の CyDs 含有無血清培地
で 2 時間処理した。その後、PBS 150 L で 2 回洗浄後、HBSS 100 L および WST-1 
溶液 10 L を添加し、37ºC、20 分間または 30 分間インキュベート後、マイクロプ
レートリーダーにてサンプル 450 nm、リファレンス 630 nm の吸光度を測定した。 
また、Tween 20 (1% (v/v)) 含有無血清培地および CyDs 非添加系の吸光度をそれぞれ
生存率 0% および 100% として CyDs の細胞生存率を計算した。 
 
(2) Ihara 細胞および M123 細胞: Ihara 細胞および M213 細胞を 24 well culture 
plate に 5 x 104 個/well になるように播種し、10% (v/v) FBS 含有培地で 24 時間培
養した。細胞を無血清培地 300 L で 2 回洗浄した後、種々の濃度の CyDs 含有無
血清培地で 2 時間処理した。その後、PBS 300 L で 2 回洗浄後、HBSS 300 L お
よび WST-1 溶液 30 L を添加し、37ºC、1 時間インキュベート後、KB 細胞および 
A549 細胞と同様に細胞生存率を算出した。 
 
 
17. TRITC-M--CyDs の調製 
M--CyDs 10 mg および TRITC 1 mg を DMSO 400 L に溶解し、室温、遮光下に
て  24 時間反応させた。その後、H2O 中で  72 時間透析し、凍結乾燥により  
TRITC-M--CyDs を得た。 
 
 
18.  FA-M--CyD の細胞内取り込み 
(1) 蛍光分光光度計による測定: KB 細胞および A549 細胞を 35 mm tissue culture 
dish に 5 x 105 個/dish になるように播種し、10% (v/v) FBS 含有培地で 24 時間培養
した。その後、1 mM または 10 mM FA-M--CyD 含有無血清培地 1 mL を添加し、
37ºC、5% CO2 濃度下で 30 分間 または 1 時間インキュベートした。上清を除去し
た後、PBS で 2 回洗浄した。その後 1 M 水酸化ナトリウム 1 mL で細胞を溶解し、
溶解液の蛍光強度を蛍光分光光度計 (Ex : 286 nm, Em : 350 nm) により測定し、細胞内
に取り込まれた FA-M--CyD 量を算出した。 
 
(2) 蛍光顕微鏡による観察: KB 細胞を 35 mm glass bottom dish に 1 x 106 個/dish に
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なるように播種し、10% (v/v) FBS 含有培地で 24 時間培養した。その後、無血清培
地で 2 回洗浄後、10 M Hoechst 33342 を添加し、10 分間インキュベーション後、
無血清培地で 1 回洗浄し、10 M TRITC-M--CyDs 1 mL を添加後、37ºC、5% CO2 濃
度下で 1 時間インキュベートした。上清を除去した後、無血清培地で 2 回洗浄した。
その後、無血清培地 1 mL を添加し、蛍光顕微鏡にて観察した。 
 
 
19.  FR 競合阻害剤存在下での FA-M--CyD の細胞会合 
KB 細胞、Ihara 細胞および M213 細胞を 35 mm tissue culture dish に 1 x 106 個
/dish になるように播種し、10% (v/v) FBS 含有培地で 24 時間培養した。その後、無
血清培地で 2 回洗浄した後、4 mM FA を添加し 1 時間インキュベーションした。
10 M TRITC-FA-M--CyD および 4 mM FA 含有無血清培地を添加し、37ºC、5% CO2 
濃度下で 1 時間インキュベートした。その後、細胞を PBS 1 mL で 2 回洗浄後、0.5 
mL の PBS で懸濁し、フローサイトメーターにより TRITC の蛍光強度を測定した。 
 
 
20. DNA 含量の測定 
KB 細胞を 35 mm tissue culture dish に 1 x 106 個/dish になるように播種し、10% 
(v/v) FBS 含有培地で 24 時間培養した。その後、無血清培地で 2 回洗浄後、10 mM 
M--CyDs または 20 mM M--CyD を添加し、37ºC、5% CO2 濃度下で 2 時間イン
キュベートした。その後、細胞を全て回収し遠心分離し、PBS にて洗浄後、冷 70% 
EtOH (v/v) 0.5 mL で懸濁した。その後、4ºC で 3 時間固定化処理を行った。遠心分
離後、PBS 0.5 mL を添加し、37ºC、30 分間インキュベートした。さらに 200 g/mL 
RNaseA 溶液 0.5 mL を添加し、37ºC、30 分間インキュベートした。その後、遠心分
離し、20 g/mL PI 溶液 0.5 mL を添加し懸濁後、氷上で 20 分間静置した。遠心分
離後、0.5 mL の PBS で懸濁し、フローサイトメーターにより PI の蛍光強度を測定
した。なお、遠心分離は全て 10000 rpm にて行った。 
 
 
21. ミトコンドリア膜電位の測定 
KB 細胞を 35 mm tissue culture dish に 1 x 106 個/dish になるように播種し、10% 
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(v/v) FBS 含有培地で 24 時間培養した。その後、無血清培地で 2 回洗浄後、10 mM 
M--CyDs または 20 mM M--CyD を添加し、37ºC、5% CO2 濃度下で 2 時間イン
キュベートした。細胞を全て回収し、遠心分離後、PBS 0.5 mL にて洗浄した。その
後、遠心分離し 10 M ローダミン 123 を 0.5 mL 添加し、37ºC で 15 分間静置し
た。遠心分離後、0.5 mL の PBS で懸濁し、フローサイトメーターによりローダミン 
123 の蛍光強度を測定した。なお、遠心分離は全て 10000 rpm にて行った。 
 
 
22. コレステロールの漏出 
KB 細胞および A549 細胞を 35 mm tissue culture dish に 1 x 106 個/well になるよ
うに播種し、10% (v/v) FBS 含有培地で 24 時間培養した。その後、無血清培地 1 mL 
で 2 回洗浄し、5 mM CyDs または 20 mM M--CyD 含有無血清培地で 37ºC、1 時
間処理した。上清を遠心分離 (10000 rpm) し、上清 0.5 mL にコレステロール E-テ
ストワコー® 発色試液 0.5 mL と混合して発色後、マイクロプレートリーダーにて 
577 nm の吸光度を測定し、コレステロール量を算出した。 
 
 
23. Cholesterol-loading M--CyD 溶液の調製 
20 mM M--CyD 含有培地 5 mL にコレステロール粉末 100 mg を加え、24 時間振
とうした。その溶液を遠心分離後 (3,000 rpm, 5 min)、上清をフィルター (IWAKI、
Disposable Sterile Syringe Filters 25 mm, 0.20 Micron) ろ過し、Cholesterol-loading M--CyD 
溶液を得た。 
 
 
24. Cholesterol-loading M--CyD の in vitro 抗腫瘍活性の測定 
KB 細胞を 96 well culture plate に 2 x 104 個/well になるように播種し、10% (v/v) 
FBS 含有培地で 24 時間培養した。細胞を無血清培地 150 L で 2 回洗浄した後、
20 mM M--CyD および 20 mM Cholesterol-loading M--CyD 含有無血清培地で 2 時
間処理した。その後、-CyDs の抗腫瘍活性評価と同様に細胞生存率を算出した。 
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25. 細胞内 mRNA の検出 
(1) Total RNA の抽出: 細胞を PBS で 2 回洗浄後、RNeasy Mini Kit にて total RNA 
を抽出し、分光光度計にて 260 nm の吸光度を測定し、total RNA 量を求めた。なお、
調製した RNA は OD260/280 1.8 以上のものを用いた。 
 
(2) Reverse transcription (RT) 反応: total RNA (3 g) に対し、各 reverse primer (1 M) 
2 L、5 x first strand buffer 4 L、0.1 M DTT 2 L、25 mM MgCl2 2 L、dNTP (10 M) 1 
L および逆転写酵素 (SuperScriptTM III RT) 1 L を加え、PCR Thermal Cycler を用い
て、42ºC、2 分間インキュベーションし、続いて 42ºC、50 分間 RT 反応を行いそれ
ぞれの cDNA を得た。 
 
(3) Polymerase chain reaction (PCR) 反応: Nuclease-free water 10 L、Go Taq® Green 
Master Mix 12.5 L、forward primer (10 M) および reverse primer (10 M) をそれぞれ 
0.5 L ずつ添加し、さらに RT 反応で得られた DNA template 1.5 L を混合し、PCR 
Thermal Cycler を用い、95ºC、11 分間プレインキュベーションし、ポリメラーゼ活性
化後、94ºC、1 分間の変性、55ºC、1 分間のアニーリング、72ºC、2 分間の DNA 伸
長反応を 30 サイクル行い cDNA を増幅した。 
 
(4) アガロースゲル電気泳動: PCR により増幅された DNA 10 L を、全量を 0.5 x 
TBE (Tris-borate EDTA; 45 mM Tris, 45 mM ホウ酸、1 mM EDTA) で調製した 1% ア
ガロースゲルを用いて 100 V の定圧条件下で約 30 分間泳動した。泳動終了後、ア
ガロースゲルを EtBr (100 ng/mL) を含む TBE 溶液中で 30 分間振とうし、染色した。
染色終了後、トランスイルミネーターによりゲルを撮影した。 
 
 
26. トランスフェクション 
KB 細胞を 24 well plate に 1 x 105 個/well になるように播種し、10% (v/v) FBS 含
有培地で  24 時間培養した。細胞を無血清培地  300 L で  2 回洗浄後、
LipofectamineTM2000/siRNA 複合体を含む無血清 RPMI 1640 培地 270 L を添加し、
37ºC、5% CO2 濃度下で 1 時間インキュベートした。その後、FBS 30 L を添加し (最
終濃度; 10% (v/v))、さらに 23 時間培養した。 
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27. FR- ノックダウン KB 細胞における FA-M--CyD の抗腫瘍活性の測定 
前述の方法により作成した FR- ノックダウン KB 細胞に 5 mM FA-M--CyD 
含有無血清培地を 37ºC、5% CO2 濃度下で 3 時間処理した。その後、Ihara 細胞お
よび M213 細胞と同様に細胞生存率を算出した。 
 
 
28. FR- ノックダウン KB 細胞における FA-M--CyD の細胞会合 
前述の方法により作成した  FR- ノックダウン  KB 細胞に  10 M 
TRITC-FA-M--CyD 含有無血清培地を添加し、37ºC、5% CO2 濃度下で 1 時間イン
キュベートした。その後、細胞を PBS 1 mL で 2 回洗浄後、0.5 mL の PBS で懸濁
し、フローサイトメーターにより TRITC の蛍光強度を測定した。 
 
 
29. FA-M--CyD の in vitro 抗腫瘍活性に及ぼすエンドサイトーシス阻害の影響 
KB 細胞を 96 well culture plate に 2 x 104 個/well になるように播種し、10% (v/v) 
FBS 含有培地で 24 時間培養した。細胞を無血清培地 150 L で 2 回洗浄した後、
種々の濃度の FA-M--CyD 含有無血清培地を添加し、4ºC で 2 時間処理した。その
後、-CyDs の抗腫瘍活性評価と同様に細胞生存率を算出した。 
 
 
30. オートファゴソーム形成の確認 
 KB 細胞を 35 mm glass bottom dish に 1 x 106 個/dish になるように播種し、10% 
(v/v) FBS 含有培地で 24 時間培養した。その後、無血清培地で 2 回洗浄後、10 M 
Hoechst 33342 を添加し、10 分間インキュベーション後、無血清培地で 1 回洗浄し、
10 mM M--CyDs を添加後、37ºC、5% CO2 濃度下で 2 時間インキュベーションし
た。その後、上清を除去し無血清培地で 2 回洗浄した後、Cyto-ID® 含有無血清培地 
1 mL を添加し、37ºC、30 分間インキュベーションした。その後、蛍光顕微鏡にて観
察した。 
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31. オートファジー阻害剤存在下の in vitro 抗腫瘍活性測定 
KB 細胞を 96 well culture plate に 2 x 104 個/well になるように播種し、10% (v/v) 
FBS 含有培地で 24 時間培養した。細胞を無血清培地 150 L で 2 回洗浄した後、
20 M クロロキンまたは 1 nM バフィロマイシン A1 を添加し、37ºC、5% CO2 濃度
下で  24 時間インキュベーションした。その後、無血清培地で洗浄し、5 mM 
FA-M--CyD 含有無血清培地で 2 時間処理した。その後、-CyDs の抗腫瘍活性評価
と同様に細胞生存率を算出した。 
 
 
32. オートファゴソームとミトコンドリア膜との共局在 
 KB 細胞を 35 mm glass bottom dish に 1 x 106 個/dish になるように播種し、10% 
(v/v) FBS 含有培地で 24 時間培養した。その後、無血清培地で 2 回洗浄後、10 M 
Hoechst 33342 を添加し、10 分間インキュベーション後、無血清培地で 1 回洗浄し、
5 mM M--CyDs を添加後、37ºC、5% CO2 濃度下で 2 時間インキュベーションした。
上清を除去し無血清培地で 2 回洗浄した後、Cyto-ID® および 10 M ローダミン 
123 含有無血清培地 1 mL を添加し、37ºC、30 分間インキュベーションした。その
後、蛍光顕微鏡にて観察した。 
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